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OZET

insan Kornea Endotel Hiicreleri Uzerine Farkli Rho Kinaz inhibitorlerinin

Etkinliginin Arastirilmasi

Dr. Hasan Samed Akkaya

insan kornea endotel hiicreleri (IKEH) hiicre dénglistiniin G1/S fazinda duraklamistir
ve in vivo proliferasyon kapasiteleri kisithdir. iIKEH'lerin kompanse edemedigi bir
hlcresel azalma durumunda kalici endotel yetmezligine bagl kornea 6demi gelisir.
Gunumuzde kalici kornea endotel yetmezliginin tedavisi penetran veya lamellar
kornea naklidir. Her ne kadar yeni tekniklerle bu cerrahilerin komplikasyonlari azalmig
olsa da dunya genelinde dondr yetersizligi buyuk bir sorun olmaya devam etmektedir.
Bu sorunlarin asilmasi igin hucre temelli yaklasimlarin arastiriimasi hiz kazanmaya
baslamistir. Bu alanda ROCK inhibitérlerinin IKEH (zerine etkilerini inceleyen
calismalar 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu calismada farkh Rho kinaz (ROCK)
inhibitorlerinin (Y-27632 ve RKI-11447) IKEH proliferasyon ve yara iyilesmesi lizerine
etkilerinin degerlendiriimesi ve karsilastirimasi amaglandi. Calismamizda insan
kornea endotel hicre hatti (Celprogen- 36081-13) kullanilarak kontrol, Y-27632 ve
RKI-1447 deney gruplar olusturuldu. Bu hiicre gruplarinda proliferasyon yetenekleri
BrdU analiziyle, yara iyilesmesi ImageJ programi ile, ROCK aktivitesi ve ROCK-2
seviyeleri ELISA yontemi ile dederlendirildi. BrdU analizi ile RKI-1447’nin etkin dozu
1 uM, Y-27632'nin etkin dozu 10 pM oldugu saptandiktan sonra her iki ROCK
inhibitérinun hucre proliferasyonunu kontrol grubundan; RKI-1447’nin ise Y-27632
grubundan daha fazla uyardigi saptandi (p<0.05). Yara iyilesmesi deneyinde RKI-
1447°nin endotel yara iyilesmesini kontrol ve Y-27632 grubundan daha fazla uyardigi
saptandi (p<0.05). Y-27632'nin yara iyilesmesini ilk 24 saatte kontrol grubuna gore
fazla (p<0.05) ancak 48. saatte ise benzer seviyede uyardigi saptandi (p>0.05).
Tedavi ve kontrol gruplarinda ROCK-2 seviyesi ve ROCK aktivitesi ELISA ile ¢cahgildi.
Y-27632 ve RKI-1447 gruplarinda ROCK-2 seviyesi ve aktivitesi kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlamli seviyede azalmis olsa da RKI-1447’nin ROCK aktivitesini
Y-27632’ye gore daha fazla azalttigi (p<0.05), Y-27632’nin ROCK-2 seviyesini RKI-
1447’ye gbre daha fazla azalttigi saptandi (p<0.05). Bu bulgular sonucunda RKI-
1447'nin IKEH proliferasyonu, yara iyilesmesi ve ROCK aktivitesinin baskilanmasi
XI



acgisindan Y-27632'den daha potent oldugu anlasildi. Halihazirda Y-27632, kalici
kornea endotel yetmezIigi tedavisinde potansiyel bir tedavi ajani olarak gértlmektedir.
Bu bulgulara goére Y-27632'den daha potent ve daha spesifik bir ROCK inhibit6éra olan

RKI-1447 kalici endotel yetmezligi tedavisinde etkili olabilecegini gérusundeyiz.

Anahtar Kelimeler: Kornea, Endotel, Proliferasyon, Yara iyilesmesi, ROCK inhibitor,
Y-27632, RKI-1447
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SUMMARY

Investigation of the Effecttiveness of Different Rho Kinase Inhibitors on

Human Corneal Endothelial Cells

Hasan Samed Akkaya, MD

Human corneal endothelial cells (HCEC) paused in the G1/S phase of the cell cycle
and their in vivo proliferation capacity is limited. Currently, the treatment of permanent
corneal endothelial insufficiency is penetrating or lamellar corneal transplantation.
Although the complications of these surgeries have decreased with new techniques,
donor shortage continues to be a major problem worldwide. The search for cell-based
approaches to overcome these problems has begun to gain momentum. Studies
examining the effects of ROCK inhibitors on HCEC have an important place in this
area. In this study, it was aimed to evaluate and compare the effects of different Rho
kinase (ROCK) inhibitors (Y-27632 and RKI-11447) on HCEC proliferation and wound
healing. In our study, control group using human corneal endothelial cell line
(Celprogen-36081-13), experimental groups including Y-27632 and RKI-1447, were
formed. In these cell groups, proliferation abilities were evaluated by BrdU analysis,
wound healing was evaluated by ImagedJ program, ROCK activity and ROCK-2 levels
were evaluated by ELISA method. After determining the effective dose of RKI-1447
was 1 uM and the effective dose of Y-27632 was 10 yM by BrdU analysis, it was
found that both ROCK inhibitors stimulated cell proliferation more than the control
group and RKI-1447 stimulated cell proliferation more than the Y-27632 group
(p<0.05). In the wound healing experiment, it was determined that RKI-1447
stimulated endothelial wound healing more than the control and Y-27632 groups
(p<0.05). Y-27632 was found to stimulate wound healing more than the control group
in the first 24 hours (p<0.05). But Y-27632 and control group results were similar in
first 48 hours (p>0.05). ROCK-2 level and ROCK activity were analyzed by ELISA in
treatment and control groups. Although ROCK-2 level and activity were significantly
decreased in Y-27632 and RKI-1447 groups compared to the control group; RKI-1447
decreased ROCK activity more than Y-27632 (p<0.05) and Y-27632 decreased
ROCK-2 level more than RKI-1447 (p<0.05). As a result of these findings, RKI-1447
was found to be more potent than Y-27632 in terms of ICH proliferation, wound healing
Xl



and suppression of ROCK activity. Currently, Y-27632 is considered a potential
therapeutic agent in the treatment of permanent corneal endothelial insufficiency.
Considering these findings, we believe that RKI-1447, which is a more potent and
more specific ROCK inhibitor than Y-27632, may be effective in the treatment of
permanent endothelial insufficiency.

Keywords: Cornea, Endothelium, Proliferation, Wound healing, ROCK inhibitor,
Y-27632, RKI-1447
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1. GIRIS VE AMAC

Kornea goézin 6n kismini olusturan saydam, prolat yapida, en ylksek refraktif
guce sahip kismidir. Alti tabakadan olusur. En icte yer alan endotel tabakasi, tek kat
hekzagonal hiicrelerden meydana gelmektedir ve korneanin saydamhgini saglamada
onemli bir role sahiptir. Kornea endotel hucrelerinin in vivo proliferasyon yetenekleri
oldukga kisithdir. Bu hicreler akdéz sivisinda ylksek konsantrasyonda bulunan
inhibitdr faktorler ve hicreler arasi temas inhibisyonu sebebiyle hiicre dénguisinin
G1/S fazinda duraklamistir. Dogumda 5000 hiicre/mm? olan bu hiicreler dogal
yaslanma sureci gibi fizyolojik; veya cerrahi, travma, enfeksiyon, inflamasyon ve
endotel distrofisi gibi patolojik sebeplerden dolayli zamanla azalir. Endotel hlicre kaybi
veya hasarl oldugunda, geriye kalan hucreler, yapisal batunliglu korumak igin
hacimsel olarak buyuyebilir ve bosluklari doldurabilmek igin sekillerini degistirip go¢
ederler. insan kornea endotel hiicre (IKEH) sayisi 500 hiicre/mm? seviyesinin altina
indiginde, endotel yetmezligine bagli kornea 6demi gelisir. Ginimuizde kalici endotel
yetmezligine bagl kornea ddeminin tek tedavisi tam kat ya da lamellar keratoplastidir.
Her ne kadar son yillarda endotel ve descemet membran (DM) kompleksinin
implantasyonuna yodnelik keratoplasti teknikleri yaygin olarak kullaniimaya
baslamasina karsin higbir cerrahi teknik riskten bagimsiz degildir. Ayrica ister lamellar
ister tam kat keratoplasti olsun kornea dondr ihtiyaci devam etmektedir. Son yillarda
yapilan hesaplamalara gére dinya genelinde yaklasik her 70 aliciya 1 adet kornea
dokusu dugmektedir. Bu durum global dondr kisithihginin énemli géstergelerinden bir
tanesidir. Bu nedenlerle endotel yetmezligi tedavisi igcin KEH nakli veya mevcut
endotel hlcrelerin proliferasyonunu arttirmaya yonelik galismalar son yillarda hiz
kazanmistir.

Rho kinaz (ROCK), Rho ailesinin kiguk GTPaz proteinlerinden olan RhoA
tarafindan aktive edilen serin/treonin protein kinazdir. Bu kinazlar diiz kas kasilmasi,
hicre apoptozu, adezyonu, migrasyonu ve motilitesinde etkili olup ayni zamanda
hucre dongusunde de goérev almaktadir. ROCK ve Rho-GTPaz yolunun anormal
isleyisi bircok patolojik durumla iligkilendirilmis ve bu sinyal yolaginin segici
inhibisyonu c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullaniimakta veya kullaniimasi igin
calismalar yapilmaktadir. Bazi ROCK inhibitorleri glokom tedavisinde onay almasina
ragmen kornea endotel yetmezliginin tedavisinde onay almis ROCK inhibitéru
bulunmamaktadir.

Bu tez galismasinin amaci Y-27632 ve RKI-1447 ROCK inhibitérlerinin insan

kornea endotel hiicre (IKEH) proliferasyonu, yara iyilesmesi (izerine etkilerinin



karsilastirmali olarak arastiriimasidir. Bilindigi kadariyla bu c¢alisma RKI-1447’nin
IKEH (izerine etkisinin incelenmesi agisindan yapilan ilk galisma olacaktir. Béylece
literatrdeki bir boslugun doldurulmasi ve endotel yetmezliginde hicre temell

tedavilerin gelisimi yéninde yeni adimlarin atilmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kornea Anatomisi

Kornea, g6z kiresinin anterior kisminin 1/6’sini olusturan saydam, asferik
yapida avaskdler bir tabakadir (1). Dikey ¢api yaklasik 10,6-11,6 mm, horizontal ¢api
11,6-12,6 mm’dir. On yiizey alani 120-130 mm?dir ve bu boyutlara postnatal ikinci
yilda ulagir. Kiricilk indeksi 1.373-1.401 olup, havadan korneaya gelen iginlar 6n
yuzde +48.8 diyoptrilik (D), arka yiuzde ise -5.8 D kiriimaya ugrarlar. Boylece kornea,
g6zin tim optik kiricihginin %74’Gna olusturur (2). Kornea periferi merkeze gore daha
diz egime sahiptir. Bu sebeple merkezden perifere dogru kiricilik azalir. Korneanin
merkezi kalinhgi 535-545 um olup perifere dogru kalinlik artarak 740 um’ye kadar
¢lkabilmektedir.

2.1.1. Kornea innervasyonu

Kornea innervasyonu vucudumuzdaki diger dokulara gore daha yogundur.
Ornegin, kornea hassasiyeti deriye gére 300-600 kat daha fazladir. Duyu sinirleri
Nervus Trigeminus’ un oftalmik dalindan kéken alir. Uzun ve kisa siliyer sinirler ora
serrata civarinda sinir agi olusturup radyal olarak kornea stromasina uzanir. Stromaya
giren sinirler miyelin kiliflarini kaybettikten sonra stromal, subepitelyal ve intraepitelyal
olarak sonlanirlar (1,3). Kornea sinirlerinin 6zellesmis sinir ucu bulunmamaktadir.
Korneanin sempatik innervasyonu ust servikal gangliyon liflerinden koken alir.

Parasempatik innervasyonun varligi ise kesin olarak kanitlanamamistir (1,3).

2.1.2. Korneanin Beslenmesi

Kornea avaskiiler bir yapiya sahiptir. On siliyer arterlerden kéken alan kapiller
damarlar kornea c¢evresinde sonlanirlar. Kornea, metabolizmasi i¢in gerekli olan
aminoasit ve glukozu hem bu kapillerlerden hem de akéz humérden diflizyon yoluyla
elde eder. Oksijen ihtiyacl; merkezde g6z yasinda ¢d6zinmus olan oksijenden ve akéz
humdrden, periferde ise difizyon ile 6n siliyer arter kdkenli kapiller damarlardan

kargilanir (5). Korneada lenf drenaji yoktur.



2.2. Kornea Histolojisi

Kornea anatomik ve histolojik olarak 6 katmandan olusur.

Sekil 2.1 Kornea Tabakalari (Khurana vd 2015)’dan modifiye edilmistir.

2.2.1.1. Epitel Tabakasi

Epitel tabaka kornea kalinhginin yaklagik 1/10’ unu olusturur (50 ym). On yuizi
yaklasgik 7 yum kalinhginda olan gézyasi film tabakasi ile kaplidir (7). Kornea epiteli ile
dogrudan temas halinde olan gdézyasi filminin misin tabakasi, esas olarak
konjonktival goblet hucreleri tarafindan dretili. Masin tabaka g6z kapagi acip
kapanmasi sirasinda, gbzyas! filminin hidrofilik yayilmasini saglamak icin kornea
epitel hicresi glikokaliksiyle yakindan etkilesime girer. Kok hticreler limbusta ylzeyel

olarak bulunurlar ve gerekli durumlarda gé¢ ederek epitel rejenerasyonunu saglarlar

(8).
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Sekil 2.2 Kornea Epiteli Kesiti (Yanoff & Duker. Ophthalmology. 3. Baski)dan

modifiye edilmigtir.

Epitel tabaka; siipeffisiyel, kanatsi ve bazal hiicreler olmak Uzere 3 tip hiicre
katmani icerir. Ylzeyde bulunan superfisiyel hilicreler yassi hiicre yapisindadir ve
aralarinda desmozomal siki baglantilar bulunur. Apikal ylizde bulunan hidrofobik
yapidaki mikrovilluslar goz yasi film tabakasi stabilitesini saglar. Orta kisimda 2-3 sira
halinde poligonal yapida kanat hdcreleri bulunur. En altta tek katli kolumnar yapida
bazal hicreler yer alir (9). Bu hicreler, birbirlerine zonula adherens; altindaki bazal
membrana ise hemidesmozomlar ile baglidir. Bazal hicrelerin mitoz yapabilme
Ozelligi vardir. Aktin filamanlari araciligiyla mitoza ugrayan hiicreler ylizeye dogru gé¢
ederek kanatsi ve slperfisiyel hlicrelere donlsur. Bazal membran, bazal hiicreler
tarafindan salinan ekstraselliler bir matriksten (ESM) olugsmaktadir. Yapisinda ana
olarak tip IV kollajen ve laminin bulunur ve altindaki Bowman tabakasina sikica
baghdir. Tim epitelin bastan sona yenilenmesi 7 guin slrer ve bu sire¢ travma ya da

cerrahi islemlerden sonra daha hizlidir (10).

2.2.1.2. Bowman Tabakasi:

Bu tabaka yaklasik 8-14 ym kalinhidindadir. Cogunlukla Tip 1 ve Tip 3 kollajen
liflerden olusur ve icinde hicre yoktur. Dolayisiyla yenilenme yetenegi yoktur (1). Ama
travmaya karsi dayanikhdir. Travma sonucu ince tabaka olarak iyilegir;, ama eski
haline geri ddbnemez (4,11). Bowman tabakasinin 6n ylzu, Ustindeki epitel ve bazal

tabakadan kolayca ayrilir. Arka yluzu ise stromal liflerle devamlilik gdsterir.



2.2.1.3. Stroma Tabakasi:

Kornea kalinliginin %90’ in1 olusturur. %78’i sudur ve 450 pm kalinhgindadir.
Agirlikli olarak tip 1 kollajenden olusur. Kollajen lifleri, fibril adi verilen ylizeye paralel
uzanan demetler halinde bulunur. Bu fibriller paralel dizenlenmis tabakalar veya
lameller halinde paketlenir ve stromada 200-250 kat kollajen lamel mevcuttur. Bu son
derece organize ag, ileri 1sIk sac¢ilimini azaltir ve korneanin seffafliina ve mekanik
kuvvetine katkida bulunur. Bu liflerin arasindaki bosluklarda glikozaminoglikanlar
(GAG), keratositler ve diger hucreler (lenfosit, makrofaj,...) bulunur. Bosluklar
arasinda bulunan glikozaminoglikanlar, anyonik ortam olusturup katyon ve su
baglanmasini saglar. Bu sivinin fazla olmasi stromal 6dem ve kornea kalinlik artisina
sebep olmaktadir (11). Keratositler; kollajen ve proteoglikan sentezi yoluyla lameller
organizasyonun stabilitesinden ve kornea stroma ESM bilesenlerinin
dizenlenmesinden sorumludur (12).

Stromanin yenilenme 6zelligi yoktur (1). Stromal yaralanma sirasinda
keratositler hasarli bolgeye go¢ edip fibroblastlara doniserek kollajen tretimini saglar
ve kornea haze olusumuna sebep olur (11).Gerek kollajen liflerinin gerekse
aralarindaki bosluklarin ¢ok diizenli olmasi ve kornea stromasinin nispeten dehidrate

olmasi kornea saydamhgi icin gok dnemlidir (7).

2.2.1.4. Dua Tabakasi:

DM ile arka stroma arasinda bulunan stromanin 6zellesmis halidir. 10 ym
kalinlikta olup 3-5 kat kollajen lamelden olugsmaktadir. Normal stromaya gére daha

sert ve ¢ok direngli bir yapidir (13).

2.2.1.5. Descemet Membrani:

Endotel hicrelerinin bazal membranidir (14). Kalinhgi dogumda 3-5 um olup
yasla birlikte 15um’a kadar ulagir (7). Travma, cerrahi, Fuchs endotel distrofisi gibi
durumlarda kalinlik artar (15). in utero gelisen, 6nde yer alan bantli bélge ve yasam
boyunca endotel tarafindan salgilanan arka bantsiz bélge olmak Uzere iki tabakadan
olusur (3). Elastik 6zellige sahiptir. Yapisinda baslica Tip 4 ve 8 kollajen, laminin ve
fibronektin mevcuttur. Bu tabakanin stromaya belirgin yapisikhdi olmadigindan

stromadan kolayca ayrilabilir (15). Bowman tabakasinin aksine travmalardan sonra



endotel tabakasi tarafindan yenilenebilmektedir. Periferde Schwalbe hattini

olusturarak sonlanir.

2.2.1.6. Endotel Tabakasi

En icteki tek katli poligonal hicrelerden olusan arka yizeyleri hekzagonal olup
bal petegi gérinimindeki tabakadir. Tek bir hlicrenin ylksekligi 4-6 um olup, genisligi
20 pym’ dur. Hucrelerin lateralinde oluklu baglanti ve siki baglantilar bulunur ve DM’ye
hemidesmozomlar ile baglanir. Arka yizinde mikrovilluslar ve Na*/K*-ATPaz aktif
transport pompasi bulunur (6). Dogumda 5000 hiicre/mm? olan IKEH sayisi,
erigkinlerde ortalama 2500 hiicre/mm? diizeyindedir ve toplam 350-400 bin hiicre
bulunmaktadir. Yilda %0,5-0,6 oraninda azalarak 80 yasinda bireyde ortalama 1100-
2000 hicre/mm? dizeyine diser. Yasla birlikte hiicre boyut farklihgi olan
polimegatizm (Normali 0.25) ve sekil farkliigi olan pleomorfizm orani (Normali: %75)
da degismektedir (16). Parasantral ve periferik alanlarda endotel hlicre sayisi santrale

gore daha yuksek oranda oldugu bilinmektedir (14).

SAGLIKLI PLEOMORFiZM POLIMEGATIZM GUTTATA

Sekil 2.3 Spekiler mikroskopi gortinttleri (Rowsey, T.G., Karamichos vd 2017)’den
modifiye edilmistir.

IKEH’lerin hiicre dongusiiniin G1-S fazinda duraklamalari dolayisiyla in vivo
proliferasyon géstermedigi kabul edilmektedir (2). Bu proliferasyon, hiicreden hiicreye
temas inhibisyonu ve akéz humére salgilanan ve hicre déngisinin S fazina girisi

engelleyen transforme buyime faktéri B2 (TGF-B2) tarafindan baskilanmaktadir (17).



2.3. Kornea Endotel Tabaka Fizyolojisi

Endotel hlcreleri kornea saydamliginin saglanmasinda énemli bir role sahip
olup metabolik aktiviteleri olduk¢a yiksektir. Dolayisiyla, bu hicreler ¢ok sayida
mitokondri, endoplazmik retikulum, golgi aygiti ve serbest ribozom icermektedirler.
Endotel metabolizmasi igin gerekli olan besin ve oksijen akéz humdrden
karsilanmaktadir (5).

Endotel hiicrelerinin baglica gérevleri sunlardir;

e Bariyer gorevi: Stroma ve akéz humor arasinda anatomik ve fizyolojik bariyer
gorevi gorurler. Hucreler arasindaki siki baglantilar vasitasiyla suyun akéz ve

stroma arasindaki gecisini kontrol ederler (18,19).

o Aktif pompa goérevi: Na*/K*-ATPaz pompasi hiicre membraninda bulunan ATP
bagimli bir enzim olup 1 ATP kullanarak 2 K* iyonunu hdcre igine alir ve 3 Na*
iyonunu hicre digina atar (20,21). Bu pompanin hiicre digina Na* ¢cikarmasi,
H>O’nun da kotransportunu saglamaktadir (21). Endotel hlcrelerinde bulunan
intraselliler karbonik anhidraz enzimi CO; ve H>O'yu H* ve HCOg™ iyonlarina
ayirir. HCOg3-Cl pompasi devreye girerek hiicre icine CI- girerken hlicre disina
HCOs ve H* iyonu c¢ikar. Olusan HCO3 iyonu Na*/K*-ATPaz pompasinin

calismasi i¢in gerekli ortami saglamis olur (20,22).

¢ Endotel tabakasi korneanin akéz humorden beslenmesinde rol oynar. Blyuk
partikillerin pinositoz yoluyla akézden vezikilller halinde taginmasini saglar
(23). Daha kuguk yapidaki besinlerin ve diger molekullerin ak6z humorden
avaskuler korneaya sizinti seklinde gegisine izin verir (24). Kornea endotelinin
bu sizdirici etkisi ve aktif pompayla bunu dengelemesi ‘pump and leak’

hipoteziyle agiklanmaktadir (25).
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Sekil 2.4 Endotel Hiicre iyon Transport Sistemi (Nadhirah Ahmad Fauzi Notes)'den

modifiye edilmigtir.

2.3.1. Kornea Saydamliginin Saglanmasi

Kornea saydamliginin saglanmasinda ve korunmasinda rol oynayan énemli faktorler

sunlardir;

+ Gobz yasinin kornea ylzeyinden buharlasmasi yoluyla dehidrasyona katkida

bulunmasi,
» Epitel ve endotel tabakalarinin bariyer etkileri,

» Hucrelerin siki paketlenmesi ve basta mitokondri olmak Uzere endotel hari¢

tum katmanlarda organellerin seyrek bulunmasi,
« Avaskularite,

» Kornea lamellerinin karmasik dizilimi sayesinde stromal molekdillerin gériinir

1IS1gin dalga boyundan daha kuguk olmasi,
« Stromal hidrofilik GAG sisme basinci,

+ Endotelde yer alan Na*/K*-ATPaz, intrasellller karbonik anhidraz vb. iyon

transport sistemleri gibi pompa mekanizmalari (20,22).



2.4. Kornea Endotel Tabaka Hastaliklari

Travma, intraokller cerrahi ve intraokller implantasyonlar, kronik Gveit gibi
intraokuler inflamasyonlar, lazer uygulamalari, g6z damlalarn iginde bulunan
farmasotik ajanlar, uzun sureli kontakt lens kullanimi, endotel distrofileri, akut glokom
ataklari veya dogal yaslanma nedeniyle endotel hiicre kayiplari yasanabilmektedir
(26,27,28).

2.4.1. Fizyolojik Kayiplar

Dogumda 5000 hiicre/mm? olan IKEH sayisi eriskinlerde 2500 hiicre/mm?
dizeyindedir. Endotel hicre sayisi yilda %0,5-0,6 oraninda azalir ve 80 yasinda
bireyde ortalama 1100-2000 hiicre/mm? diizeyindedir (16).

2.4.2. Kazanilmig Endotel Yetmezlikleri
2.4.2.1. Cerrahi Travma

Goz ici cerrahisi sirasinda kornea endotelinin iyatrojenik olarak hasarlanmasi, endotel
dekompansasyonuna yol agarak kornea oOdemine ve bUlloz keratopati olarak
adlandirilan klinik tabloya neden olabilmektedir. Blill6z keratopati, korneada asiri sivi
birikimi ile iligkili fibrotik htcre disi matriks proteinlerinin birikmesi, stromal
proteoglikanlarin kaybi, degismis matriks metalloproteinaz aktivitesi, integrin, buyime
faktort ve akuaporinlerdeki anormallikler ile karakterize bir durumdur (4,29). ABD'de
her yil yaklasik 4 milyon katarakt proseduri gerceklestiriimekte ve katarakt cerrahisini
takiben kornea 6demini (psddofakik builléz keratopati) tedavi etmek icin yaklasik 4500

keratoplasti prosedlrt gergeklestiriimektedir (30).

2.4.2.2. Keratoplasti Sonrasi Endotel Yetmezligi

Kornea nakli basarisizhiginin 6nde gelen nedenlerinden biri, 6nceki bir
immunolojik reddetme olayinin klinik kaniti olsun veya olmasin, endotel
dekompansasyonudur (31). immiinolojik reddin hizli teshisi ve immiinsupresif tedavi,

greft sag kalimini uzatmaya yardimci olmaktadir.
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2.4.2.3. Lazer lligkili Endotel Yetmezligi

Kornea dekompansasyonunun lazer periferik iridotomi ile tedavi edilen agi
kapanma ataklarindan sonra meydana gelebildigi uzun zamandir bilinmektedir. Lazer
iridotominin direkt olarak, kronik inflamasyonu tetikleyerek veya ak6z humor akis
dinamiklerini degistirerek endotel hicre kaybini artirdigi digunilmektedir (32). Bu
prosedir, Japonya'da kornea endotel yetmezliginin dnde gelen nedenleri arasinda

yer almaktadir.

2.4.2.4. Enfeksiyona Ikincil Endotel Yetmezligi

Enfeksiyoz on Uveit endotelite neden olarak irreversibl endotel
dekompansasyonuna neden olabilmektedir. Herpes simpleks Virlsu diinya ¢apinda
en yaygin neden olarak bilinse de varisella zoster, CMV gibi diger herpes ailesi
virisleri de endotelit yapabilmektedir (33). Bazi bakteriyel, fungal ve paraziter
ajanlarin olusturdugu keratitler de kornea endotel yetmezligine yol acan diger

nedenler arasinda yer almaktadir.

2.4.3. Endotel Distrofileri
2.4.3.1. Fuchs Endotel Distrofisi (FED)

FED KEH’lerin bilateral ilerleyici kaybi ile seyreden bir hastaliktir. Yas ve kadin
cinsiyet baslica risk faktorleri olsa da sigara, UV maruziyeti ve hormonal anormallikler
hastaligin siddetini artirmaktadir (34).

Kornea guttata formasyonu, hastaligin ilk bulgularindandir (35,36) (Bkz. Sekil 2.3).
ileri dénem bulgulari ise endotelde pigment graniilleri (déviilmiis bakir manzarasi),
stroma 6demi, epitelyal mikrokistler ve bullerdir (37). Bullerin perfore olmasi sonucu
agr, kizarikhk, gérme kaybi, yabanci cisim hissi ataklari meydana gelmektedir.
Endotel dekompansasyonu ve gorme kaybi gunin erken saatlerinde daha belirgindir.
Hastaliga katarakt siklikla eslik etmektedir ve katarakt ameliyati sonrasi endotel kaybi

hizlanabilmektedir.

2.4.3.2. Posterior Polimorfoz Distrofi (PPD)

PPD otozomal dominant kalitilan, siklikla bilateral gorilen DM ve endotel

tabakasinin tutuldugu nadir bir kornea hastaligidir (38). Tani hayatin ileri yillarinda
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konulsa da distrofik mekanizmalar dogumdan itibaren baglar. Klinik bulgular kornea
endotelinin asemptomatik duzensizliklerinden semptomatik kornea 6demi ve glokoma
kadar degismektedir. DM'de cografik vezikiler lezyonlar ve asimetrik diffiz

kalinlagma gorulmektedir (39).

2.4.3.3. Konjenital Herediter Endotel Distrofisi (KHED)

Endotelin fokal ya da total yokluguna ikincil dogumda mevcut olan veya
dogumdan kisa bir slire sonra gelisen endotel yetmezligi ile karakterize nadir bir
hastaliktir. Hastaligin bulgulari nistagmus, kornea 6demi ve buzlu cam benzeri kornea
opasitesidir. Otozomal dominant olan CHED1 ve otozomal resesif olan CHED2 olmak

Uzere iki genetik formu mevcuttur (39,40).

2.5. Kornea Endotel Yetmezligi Tedavisi

Kornea transplantasyonu gunimizde en yaygin ve en basarili doku nakli
cesididir. 10 yillik sag kalim oranlari endikasyonuna, okiler komorbiditelere ve diger
faktorlere bagli olarak %40-%90 arasinda degismektedir (31).

Penetran ve lamellar olmak Uzere iki tip keratoplasti ¢cesidi mevcuttur.

2.5.1. Penetran Keratoplasti (PK)
ik bagsarili PK 1905 yilinda Eduard Zirm tarafindan yapilmistir (42). Korneanin
immunolojik, enfeksiy6z ya da travma gibi durumlara ikincil tam kat tutulumun oldugu
perforasyonlarda, uzun sureli endotel disfonksiyonu sonucu stromal skarlasma ve
neovaskularizasyonda en sik kullanilan yéntemdir (43). Son zamanlarda, lamellar
keratoplasti  yontemlerindeki gelismelerle birlikte penetran keratoplastinin
endikasyonlari sinirlanmasina ragmen 6zellikle lamellar keratoplasti uygulanamadigi
ya da basarisiz oldugu durumlarda halihazirda kullanilan bir cerrahi prosedir olmaya

devam etmektedir.

2.5.2. Lamellar Keratoplasti

2.5.2.1. Endotelyal Keratoplasti (EK)
Son yirmi yildaki gelismelerle birlikte, kornea endotel hastaliklarinin tedavisinde EK
teknikleri penetran keratoplastinin yerini almaya baslamigtir. PK ile kargilastirildiginda

EK, alici doku igin yabanci antijen yukinU azaltmakta, astigmatizmaylr en aza
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indirmekte, daha erken gorsel duzelme saglamakta ve tam kat bir korneal kesi
yapiimadigindan kornea dayanikhhidini bozmamaktadir (41,44-46).
Gunumuzde klinik kullanimda olan bir¢ok EK teknigi mevcuttur (Sekil 2.5).

A
Descemet DLEK

Membram Stroma

Endotel 5 2<

- Graft —

DSEK/DSAEK

P

C. DMEK/PDEK

- —

Sekil 2.5 Keratoplasti Cesitleri (Moshirfar & Thomson)’dan modifiye edilmistir.
A. DLEK B. DSEK/DSAEK C. DMEK/PDEK

Bu prosedirler, korneanin DM ve endotel tabakasinin bir kornea kesisi yoluyla
¢ikariimasini ve bir dondr korneanin i¢ kismindan elde edilen dairesel bir greftin 6n
kamaraya yerlegtirildikten sonra alici korneanin posterior kismina apozisyonunu
icermektedir. Bu prosedirlerin temel amaci, endotel fonksiyonunun ve kornea
saydamliginin geri kazanilmasi suretiyle gérme fonksiyonunun geri kazandiriimasidir
(47).

Derin Lamellar Endotelyal Keratoplasti (DLEK)

ilk DLEK ameliyati Terry tarafindan ABD’de 2000 yilinda gerceklestirilmistir.
Bu prosedurde Ust limbusun 1 mm periferinde sklerada 5 mm'lik (ilk cerrahilerde 9.0
mm) bir kesi olugturulur %75-85 kornea derinligine kadar derin bir skleral-kornea
lameller cep olusturmak igin keskin bir hilal bigak kullanilir. Daha sonra kesi 6zel bir
kavisli bir stromal disektor ile limbusa kadar 360° uzatilarak derin lamellar korneal cep
olusturulur. Ozel bir intrastromal trepan (Terry Trepan) stromal cebe yerlestirilir ve 6n

kamaraya viskoelastik enjekte edildikten sonra trepanasyon ile on kamaraya girilir.

13



Ozel kavisli intrastromal makas (Cindy Scissors) ile rezeksiyon tamamlanir ve hasarli
posterior kornea gikartilir. Benzer bir ydntemle donér dokudan posterior korneal disk
elde edilir. On kamaradan viskoelastik gikarilir, hava enjekte edilir. Daha sonra
posterior donér disk viscoelastik kapl 6zel bir spatula ile 6n kamaraya alinir ve alici
stromal yataga yerlestirilir. Dondr disk hava ile desteklenmektedir. Ust skleral yara
yeri siiture edilir ve én kamaradan hava bosaltilarak GiB normale getirilir (48,49,50).
ilk operasyonun 13. giiniinde korneal saydamlik saglanmis olsa da bu cerrahinin

tekniginin zor olmasi nedeniyle genel kabul gérme orani dusuktr.

Descemet Soymali Otomatize Endotelyal Keratoplasti (DSAEK)

Teknik ilk olarak Melles tarafindan Descemet Soymali Endotelyal Keratoplasti
(DSEK) olarak gelistirilse de daha sonra mikrokeratomun kullanildigi ve daha iyi
gorsel sonuglarin elde edildigi Descemet Soymali Otomatize Endotelyal Keratoplasti
(DSAEK) halini almistir. Limbusta 3-5 mm'lik bir kesi olusturulduktan sonra ters
sinskey kancasi ve forseps kullanarak desmatoreksis olarak bilinen posterior stromayi
icermeyecek sekilde patolojik descemet ve endotel soyulmasi islemi yapilir. On
kamaraya viskoelastik veya hava enjekte edilerek gorunti iyilestirilir (48,51). Bir
miktar donér stroma, DM ve endotel tabakasi iceren korneal greft 6n kamaraya
alindiktan sonra hava veya gaz kabarcigi yardimiyla alici korneanin i¢ duvarina
yapistirilir. Ozellikle si§ 6n kamarali hastalarda greftin én kamaraya yerlestirimesi
sirasinda primer greft yetmezligine yol acabilecek travmatik hicre kaybindan

kacinmak dnemlidir (51,52).

Descemet Membran Endotelyal Keratoplasti (DMEK)

Bu teknikte DSAEK'teki gibi insizyon ve desmatoreksis yapilir. Ama ¢ok daha
ince ve hi¢ stroma igermeyen bir greft kullaniimaktadir. Greft, bir enjektore yerlegtirilir
ve endotel yuzl lense bakacak sekilde 6n kamaraya alinir (54). Greftin yerlestiriimesi
ve gesitli manevralar yardimiyla agilmasinin ardindan bir hava (veya gaz) kabarcigi
ile posterior korneaya yapistiriimasi saglanir (55).

DSAEK ve DMEK'te en sik gorulen erken ameliyat sonrasi komplikasyon greft
ayriimasidir. DSAEK’te bu komplikasyon spontan olarak dizelebilse de DMEK’te
oldukga ince olan greftin katlanmasi sebebiyle spontan dizelme beklenmez ve bunu
Onlemek icin uzun etkili gazlar (6rnegin; sulfur hekzaflorid) kullaniimaktadir. Pupiller
blok ve akut glokom krizi riski daha fazla hava (gaz) kullanildigi icin DMEK'te (6zellikle

3’li prosedirde) daha yuksektir. Bu durumun énlenmesi igin periferik iridotomi ve 6n
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kamaradaki hava miktarinin azaltiimasi faydal olabilmektedir (56,57). Birincil greft
basarisizlik oraninin DMEK icin ortalama %1,7 ve DSEK icin ortalama %5 oldugu
bildirilmistir (58). Literature bakildiginda, DMEK hizli ve etkili gorsel duzelme
sonuglarina sahip olsa da dik 6grenme egrisi ve gérece yluksek komplikasyon riski

dezavantajlari arasinda sayiimaktadir (47,59).

Pre-Descemet Endotelyal Keratoplasti (PDEK)

DMEK teknigine benzer olan bu teknikte DMEK'teki greft icerigi olan endotel
tabakasi ve DM'ye ek olarak yaklasik 10-20 um kalinhgindaki Dua tabakasi da
mevcuttur. PDEK yontemi ile greft dokunun nakli DMEK’e gére daha kolay olmasinin
yaninda DM’nin Dua tabakasiyla desteklenmesi sebebiyle DMEK’te her zaman
mumkdn olmayan goérece olarak daha yuksek endotel hlcre sayilarina sahip daha

geng dondr kornealarinin kullanimina izin vermektedir (13,61).

2.5.3. Kornea Endotel Yetmezligi Tedavisinde Hiicre Temelli Yaklagimlar

Tum endotelyal keratoplasti tekniklerinde, kornea seffafliinin geri kazanilabilmesi
icin, dondr ve alici dokular arasinda tam bir apozisyon zorunludur (47). Genel bilgi
olarak, greft ayrilmasi bu cerrahi igin bir komplikasyon kabul edilir ve kornea
saydamligi kaybedilir. Bununla birlikte son zamanlarda yayimlanan ¢alismalar tam bir
greft-alici yatak apozisyonunun her zaman gerekli olmayabilecedini géstermektedir.
Bu durum keratoplasti disi hicre temelli tekniklerin baslangicini olusturmustur.
Keratoplasti disi cerrahi tekniklerden olan Endotelyal Keratoplastisiz Desmatoreksis
(DWEK)/Sadece Descemet Soyma (DSO), hastalikli endotel ve Descemet
dokusunun desmatoreksis yontemiyle ¢ikarimi ve periferde bulunan saglikh endotel
hiucrelerinin  proliferasyonunu ve/veya yara iyilesmesinin uyarilmasi esasina
dayanmaktadir (62,63). Bu prosedurle ek olarak intrakamaral veya topikal uygulanan
ROCK inhibitorleri, yukarida bahsedilen endotel hicre proliferasyonu ve yara
iyilesmesini artirdigi bildirilmistir (64-67). Descemet Membran Endotel Transferi
(DMET) yonteminde ise desmatoreksisten sonra bir korneal greft 6n kamaraya
enjekte edilir ve insizyon alanina sabitlenir. Bu yontemde endotel hucre
repopulasyonu sadece saglikl periferik endotel hicrelerinden degil ayni zamanda
greftten de elde edilmektedir (47) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 DMET ve DSO uygulamasi (Bruinsma vd 2013) ‘dan modifiye edilmistir.

Yapilan ¢alismalarda in vitro ortamda doku muhendisligi teknigi ile elde edilmis
KEH’lerin santral endotelin uzaklastiriimasi sonrasinda dogrudan 6n kamaraya
enjeksiyonu ya da bir hiicre kultlra plakasi (amniyon, Tip 1 kollajen vb.) halinde
posterior korneaya transplantasyonu esasina dayanan yontemler oldukca basarili
olmustur (68,69,70). On kamaraya uygulanan KEH enjeksiyonlarinin ROCK
inhibitorleri ile kombine edilmesi; KEH'lerin adezyonunu, proliferasyonunu ve kornea
seffafligini artirmigtir (71-74) (Sekil 2.7).

Sekil 2.7 intrakamaral KEH Enjeksiyonu (Okumura vd 2016)’dan modifiye edilmigtir.
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2.6. RHO/ROCK ve ROCK inhibitorleri

2.6.1. Rho Proteinleri

Rho proteinleri tim dkaryot hicrelerde bulunan kigiik G proteini ailesidir. Rho
ailesinin Uyeleri RhoA, RhoB, RhoC, Rac ve Cdc42’'dir. RhoA, vicutta en c¢ok
eksprese edilen Rho proteini alt tipi olmasina ragmen; RhoA, RhoB, RhoC
proteinlerinin efektor bdlgelerinin aminoasit diziligleri aynidir, hiicresel fonksiyonlari
ise benzerdir (77). Rho proteinleri, sitoplazmada bulunan GDP/GTP-baglayici
proteinlerdir ve GTP-az aktivitesi icermektedir. Ayrica baslica hiicre-iskelet kontrolu
olmak Uzere, stres liflerinin yapilanmasindan, hicrelerin (basta fibroblastlar olmak
Uzere trombositler, lenfositler vb.) fokal adezyonundan, migrasyonundan, hicre
donglsu-sitokinezisten, diiz kas kasilmasinda Ca*? duyarliiginin diizenlenmesinden

ve vazodilatasyonun inhibisyonundan sorumludurlar (78).

2.6.1.1. Rho Aktivitesinin Diizenlenmesi

Rho proteininin aktivitesi déngusel olarak dizenlenmekte ve GTP baglh aktif ya
da GDP bagh inaktif formda bulunmaktadir. Rho aktivitesinin GTP’az aktive edici
protein (GAP) ve GTP’az ayristirici inhibitér (GAI) olmak (izere iki negatif ve guanin
nikleotid degistirici faktdér (GNDF) olmak tzere bir pozitif diizenleyicisi mevcuttur (79)
(Sekil 2.8).

1) GTPaz Aktive edici Protein (GAP): intrinsik GTPaz aktivitesini artirarak GTP
nin hidrolize olmasina sebep olmaktadir ve GTP bagli Rho’yu inaktive
etmektedir.

2) GTPaz Ayirici inhibitér (GAI): Nikleotid baglanmasini bloke ederek Rho
proteini aktivasyonunu inhibe etmektedir.

3) Guanin Nukleotid Degistirici Faktér (GNDF): Hucrelerin bazi agonistlerle
stimule edilmesi durumunda Rho spesifik GNDF’ler, GDP ayrigmasini ve GTP

baglanmasini baglatarak Rho aktivasyonunu saglamaktadir.

GNDF
Sekestrasyon

Aktivasyon\‘ : -
RHO-GDP ) <> ((RHO-GDP) @ Efektor |
@ \Inaktivasyon l

Hicre regilasyonu
Sekil 2.8 Rho Aktivasyonunun DlUzenlenmesi
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Rho aktivasyonu GNDF, GAP araciligiyla; ya biyoaktif molekul reseptorlerinin
(endotelin-1, noradrenalin, trombin, anjiyotensin I, lizofosfatidik asit, TGF-f ve
sitokinler) uyarilmasiyla ya da ESM ile baglandiktan sonra integrin aktivasyonu

yoluyla saglanmaktadir.

2.6.2. ROCK
ROCK, RhoA tarafindan aktive edilen yaklasik 160 kDa agirhginda olan bir
serin/treonin protein kinazdir (80,81). ROCK-1 ve ROCK-2 olmak Uzere iki major
izoformu bulunmaktadir. Bu enzimlerin genel amino asit dizilimlerinin yaklagik %65’i
ve kinaz alanlarinin %92'si aynidir (6,76) (Sekil 2.9). insanda ROCK-1, 18.
kromozomda ve ROCK-2, 2. kromozomda bulunmaktadir. Her iki enzim de tim
hicrelerde eksprese edilmesine ragmen ROCK-1 bébrek, akciger, karaciger, dalak
ve testiste; ROCK-2 ise beyin ve kas hiicrelerinde daha yogun olarak bulunmaktadir
(82,83). ROCK’larin yapisinda ortak olarak Rho baglama bélgesi (RBB) iceren sarmal
yaplyla birbirine baglanan bir N-terminal kinaz alani ve bir C-terminali inhibitér alani

mevcuttur (6).

L al Bobin Boiges Karboksil Terminal
22 o r 1 T 1
&)
Ca) — S,
76 8 “wo 93¢ 1015 1068 BOlGnme 1109 1320
== Yeri
. 5 a v ad
Po92% o 55% : 66%
. '

1046 1102 BOlGnme 1145 13482

2 2 R
RS ! AN Yeri
ROCK 2 [ e 1§ R o N o B
(o) &

Sekil 2.9 ROCK-1/ROCK-2 yapisi (Al-Humimat G vd 2021)den modifiye edilmistir
(76).

ROCK, iki farkli sekilde aktive olabilmektedir. GTP bagl aktif bir Rho’nun ROCK
Uzerinde bulunan RBB alanina baglanmasi, katalitik alan ile ROCK'un inhibitor C-

terminal alani arasindaki etkilesimi bozarak ve enzimi aktive etmektedir (84,85).
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RBB CRD
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e
inoktif ROCK 1/2 Aktif ROCK 1/2

1
Sekil 2.10 Aktif RhoA-RBB baglanmasi (Al-Humimat G vd 2021)den modifiye
edilmistir (76).

Ayrica ROCK, inhibitdor C-terminal alaninin proteolitik boélinmesiyle de aktive
olmaktadir. Bu ikinci aktivasyon sekli apoptoz sirasinda meydana gelmektedir.
ROCK, GTP baglh aktif RhoA tarafindan aktive edildiginde, addusin, ezrin-
radiksin-moesin (ERM) proteinlerini, LIM kinaz, miyozin hafif zincir fostataz (MLCP)
ve Na/H exchanger (NHE) 1’in serin-treonin fosforilasyonuyla hlicre kontraksiyonunu
duzenlemektedir (86,87) (Sekil 2.11). Miyozin hafif zincir fosfatazlar fosforillenerek
inhibe olur ve sonugta miyozin aktive olarak, aktin miyozin flamanlarinin
yapilanmasina yol agmaktadir (88). ROCK tarafindan aktive olan bu molekiller aktin
iskeletinin modulasyonu, diiz kas kasilmasi, hiicre biylimesi, adezyonu, migrasyonu,
motilitesi, gen ekspresyonu, ESM’'nin yeniden dlizenlenmesi ve hlicre apoptozisi gibi

bircok farkl hicresel fonksiyonlarda etkili olmaktadir (84,89-91).

AKTIVE
ROCK 1/2

[@ - =
st[es Fibgr MLC /
Diizenegi, CL]MK) (NHE) Aktin-Membran

Aktomiyosin Ara Filament
Kasiimasi Yeniden Dizenlenmesi  Bozulmasi

( Kofilin ) CRMP-2 :;,,‘",,;:

Aktin Fiamem BW\M'M Koni Kolajs
De-Stabizasyonu
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Sekil 2.11 Aktive ROCK'un etkiledigi enzimler (Al-Humimat G vd 2021)’den modifiye
edilmistir (76).

2.6.3. ROCK’larin Fizyopatolojik Rolii ve ROCK inhibitérleri
1995 yilinda kesfedilmelerinden bu yana, ROCK enzim ailesi, terapdtik hedefler
olarak bir¢cok arastirmanin konusu olmustur. Cok sayida ROCK inhibitéri mevcut
olmasina karsin en bilinenleri arasinda HA1077(fasudil), hidroksifasudil, ripasudil,
H1152, netarsudil, AT-13148, RKI-1447, ITRI-E-212, Thiazovivin, GSK-429286A,Y-
39983, Y-27632 yer almaktadir.

ROCK ve Rho-GTPaz yolunun anormal igleyisi, kardiyovaskuler hastaliklar
(77,92-99), solunum sistemi hastaliklari (100,101), Urogenital sistem hastaliklari
(88,102,103), ndronal dejenerasyon (105), insdlin direnci (106), karsinogenez (107-
110), osteoporoz, bébrek yetmezligi ve géz hastaliklari gibi birgok patolojik durumlarla
iliskilendirilmigtir. Bu sebeple bu sinyal yolaginin segici inhibisyonu, bu hastaliklarin
tedavisi igin umut verici olmustur.

Literatirde siklikla kullanilan ROCK inhibitérlerinin secicilik 6zellikleri Tablo

2.1’de sunulmustur.

Tablo 2.1 ROCK inhibitérlerinin Segicilik Ozellikleri

ROCK inhibitérleri ROCK ROCK1 ROCK2
Y27632 2HCI ++ +
Y27632 ++ %
RKI-1447 +++ .
H-1152 dihydrochloride - +++
Ripasudil (K-115) ++ ++

hydrochloride dihydrate
Netarsudil (AR-13324) 2HCI ++++ » "

Y-39983 HCI ++++

WAY-624704 +++

Thiazovivin +

Fasudil (HA-1077) HCI +
GSK429286A o+ 2
Azaindole 1 (TC-S 7001) 4+t +H++
Hydroxyfasudil (HA-1100) HCI & +
GSK269962A HCI e+t S+t
Belumosudil (KD025) =+
AT-13148 +++ F++
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2.6.3.1. Kardiyovaskiiler Sistem

ROCK bagimh sinyal yolagi, vaskuler fonksiyonlari dizenleyen temel
dizenleyici olarak bilinmektedir. Bu sinyal yolagi, vaskuler duvarda aktin hucre
iskeleti organizasyonu, vaskiler diz kas kasilmasi, kapiller permeabilite artisi,
trombosit agregasyonu, noétrofil kemotaksisi, hiicre adezyonu ve hareketliligine
aracilik etmektedir (77). Anormal ROCK aktivitesi, serebral ve koroner vazospazm
(93,94), hipertansiyon (95) ve pulmoner hipertansiyonda (99) gézlenen anormal duz
kas kasilmasini tetiklemektedir. (96). Bu yolak ayni zamanda vaskiler inflamasyon
ve remodelling, iskemi-reperflizyon hasari ve ateroskleroz, trombuUstn
sekillenmesinde de gorev almaktadir (96-98). ROCK inhibisyonu, nitrik oksit (NO)
salgilanmasi  yoluyla serebral, koroner, pulmoner kan akisinda artisa,

vazodilatasyona ve iskemi olusumunda azalmaya yol agmaktadir (92).

2.6.3.2. Solunum Sistemi

Hayvan modellerinde RhoA’nin Ca*? aracilikli bronkokonstriksiyonda rol aldigi
dusunulmektedir (100). ROCK inhibitéri olan Y-27632’nin beta-adrenoreseptdrierden
bagimsiz bir mekanizmasiyla teofilinden daha guglu bir bronkodilator etki gosterdigi

calismalar mevcuttur (101).

2.6.3.3. Urogenital Sistem

insan gebe myometriyumunda RhoA, ROCK-1 ve ROCK-2 ekspresyonlarinin
oldugu ve preeklampsi patofizyolojisinde 6zellikle ROCK-2 ekspresyonunun ¢ok
arttig1 gosterilmistir ve Y-27632’nin oksitosinle olusan miyometriyum kasilmasini
azalttig1 gosterilmistir (102). Rho/ ROCK yolagi ayni zamanda mesane ve kaverndz
doku kontraksiyonunda ve dizenlenmesinde gérev almaktadir (103).
Erektil disfonksiyona yonelik calismalarda ROCK inhibitéri Fasudil, kavernéz
dokudaki ROCK aktivitesini ve total NO sentaz ekspresyonlarini normalize ettigi ve Y-
27632 kavern0z dokuda noradrenerjik sinir stimilasyonu ve kontraksiyonlarini inhibe
ettigi bildirilmistir (88).

2.6.3.4. Karsinogenez
Rho/ROCK yolaginin aktivasyonunun, tumor hlcre adezyon ve invazyonuna
neden olmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda bu yolagi inhibe eden ROCK inhibitérlerinin,

meme, kolorektal kanser ve medulloblastom gibi kanser tlrlerinde timoér boyutunu
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azalttigr ve timor invazyonu baskiladigir gosterilmigtir. (107-110).

2.6.3.5. Sinir Sistemi

Cesitli calismalarda ROCK inhibitorlerinin néronal fonksiyonlari dizenledigi ve
ndrorejeneratif tedavi edici ajan olabilecegi 6ne sdrtlmastir ve spinal kord
yaralanmasinda, alzheimer hastaliginda, multipl sklerozda, noéropatik agri ve diger
ndrolojik hastaliklarda basarili bir tedavi olarak kullanilabilecegi dusunulmektedir
(105).

2.6.3.6. Endokrin Sistem

Yapilan bazi ¢galismalarda ROCK inhibitorleri olan Fasudil ve GSK-429286A Tip
2 diyabet tedavisinde kullanilan metformin ve tolbutamid ilaglari ile etkinlik agisindan
yuksek benzerlik gosterdigi bildirilmistir (106). Ayrica, ROCK inhibitorlerinin vaskuler
diz kas Uzerine etkileri, VEGF salinimini baskilamasi, oksidatif stres ve
norodejenerasyonu engellemesi yoluyla diyabetik retinopatide faydali olabilecegine

yonelik calismalar mevcuttur (111).

2.6.3.7. G6z Hastaliklari

Rho/ROCK sinyal yolaginin hucre proliferasyonu, epitel farkhlagmasi, hicre
gb¢unin modilasyonu ve hlicre adezyonu da dahil olmak Uzere tim kornea
katmanlarinda bir dizi olayr duzenledigi g0Osterilmistir. Her iki ROCK izoformu da
kornea yara iyilesmesinde epitel hlicre gogalmasi ve stromada bulunan keratositlerin
fibroblast ve myofibroblastlara farklilagsmasinda gérev almaktadir (112-114). Bu
verilere dayanarak ROCK inhibitérlerinin IKEH yara iyilesmesi (izerinde potansiyel
etkileri son vyillarda ©6nemli bir arastirma konusu olmustur. Ayrica, ROCK
inhibitorlerinin trabekiler ag (TA) Uzerindeki etkilerinden dolay! glokom alaninda
literatirde ¢ok sayida ¢alisma mevcut olup bu molekullerin bazilari gz damlasi
olarak klinik kullanima girmistir. Diger taraftan, bazi ROCK inhibitérlerinin anti-
anjiyojenik etkileri dolayisiyla retinal hipoksik neovaskuler hastaliklarda etkKili
olabilecegi bildirilmektedir (115).

Glokom
TA trabekdlositler, ESM ve bos alanlardan olugan karmasik bir dokudur. Rho ve
ROCK sinyal yolaklari TA'da eksprese edilmektedir ve kalsiyumdan bagimsiz bir

sekilde diz kas duyarlihigini, miyozin hafif zincirinin fosforilasyonu yoluyla TA'nin
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kasiimasini ve LIMK/kofilin yolaklariyla TA hucrelerinde stres liflerinin dizenlenmesini
saglamakta ve fokal adezyonlar olusturarak disa akis direncini artirmaktadir. ROCK
inhibitérleri ise TA ve schlemm kanal hucrelerinin hicre iskeleti Gzerinde etki
gOstererek aktin stres liflerinin yogunlugunu azaltmaktadir. Bu molekuller schlemm
kanalindaki endotel hicrelerin gecirgenligini ve dolayisiyla konvansiyonel disa akisi
artirarak goz i¢i basinci azaltmaktadir (116-121,128). Buna ek olarak ROCK
inhibitorlerinden norepinefrin transport inhibisyon 6zelligi olan Netarsudil, akdz Gretimi
azaltmakta ve episeklaral ven6z basinci disurmektedir (122).

Randomize klinik ¢galismalar da topikal ROCK inhibitdrlerinin GiB’i diisirmede etkin
oldugunu dogrulamistir. Her ne kadar klinik kullanimlari daha ¢ok yardimci tedavi
olarak kalsa da ROCK inhibitérleri hem monoterapi olarak hem de diger tedavilerle
kombinasyon halinde GiB'de stabil bir azalma saglamaktadir (121).

Primer acik acili glokom tedavisi icin netarsudil ve ripasudil, etkinlik ve guvenlik
profilleri gbze alinarak Food and Drug Administration(FDA) onayi almistir. Ancak,
ROCK inhibitorlerinin tveitik glokom, steroid duyarli glokom ve psddoeksfoliyasyon
glokomu gibi bazi glokom cesitlerine yénelik yapilan calismalarda etkinliginin yetersiz

oldugu gorulmustur (123-125).

KEH Yetmezligi

Bircok dokuda oldugu gibi IKEH de de RhoA, ROCK-1 ve ROCK-2 ekspresyonu
mevcuttur (126). Kornea endotel yetmezligi patofizyolojisinde Rho/ROCK sinyal
yolagi; LIMK2/kofilin yolu, miyozin hafif zinciri ve CPI-17 molekulleri Uzerinden;
aktomiyozin stres liflerinin olusumu, ESM Uuretimi, fokal adezyon, huicre kontraksiyonu,
KEH apoptozisinin uyariimasi ve hicre déngusunin duraklamasi yoluyla etki
gOstermektedir (72,126-129). ROCK inhibitorleri, fosfatidilinositol 3-kinaz sinyal yolagi
Uzerinden G1 fazini dizenleyen proteinlerden ilki olan Siklin D'nin uyariimasi ve
ikincisi olan p27'nin inhibe edilmesi yoluyla indiklenen KEH apoptozisinin inhibisyonu,
KEH proliferasyonu ve aktomiyozin kasilmasini baskilayarak IKEH’lerin adezyonu ve
yara iyilesmesini saglamaktadir (130,131).

in vitro kdiltirlenmis IKEH’ler (izerinde yapilan ROCK inhibitérii ¢alismalarinda
ROCK inhibitérlerinin; kornea yara iyilesmesini hizlandirdidi, pleomorfizm-
polimegatizmi azalttigi, siki baglanti adezyon molekullerinin ve Na*/K*-ATPaz iyonik
pompasinin ekspresyonunu artirdigi, endotel-mezenkimal gecisin inhibisyonunu
sagladigini (132) ve KEH vyara iyilesmesini (133) ve proliferasyonu artirdigini
gOstermektedir (126,73).
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Kornea endotel hastaliginin hayvan modelleriyle yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalara
ek olarak, klinik kanitlar kornea endotel hastaligi ve transplantasyon cerrahilerinde
topikal veya 6n kamaraya enjekte edilen ROCK inhibitérlerinin giderek artan klinik
yararliligini géstermektedir.

FED ve iyatrojenik bullléz keratopati hastalarinda yapilan bir ¢calismada hastalikli
endotel dokunun eksizyonu ile birlikte bir ROCK inhibitéri olan Y-27632'nin bir hafta
boyunca glnde alti defa topikal uygulanmasi; endotel hlicre sayisinda artis,
pakimetride Olcllen kornea édeminin gerilemesi ve gorme artisiyla sonuclanmistir
(134). Klinik kanitlar, FED hastalarinin DWEK ile basarili bir sekilde tedavi edilebilir
oldugunu gosterse DWEK’ten fayda gérmeyen Fuchs distrofili bir hasta grubunda ek
olarak topikal ROCK inhibitoru (Y-27632 veya ripasudil) tedavisi verilmis ve bu ROCK
inhibitorlerinin basarisiz DWEK hastalarinda potansiyel olarak yararli bir kurtarma

ajani olabilecegi anlasiimistir (67).
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3. GEREG VE YONTEM
3.1. insan Kornea Endotelyal Primer Hiicre Dizini ve Kullanilan Cozeltiler

insan kornea endotelyal primer hiicre hatti, T25 hiicre flaskinda canli hiicre

olarak temin edildi (Celprogen- 36081-13-T25; Pasaj 2). Yaklasik %95 oraninda

adherent, %5 oraninda stispanse olan hlcre populasyonunun ortami 24-48 saatte bir

degistirildi. Kullanilan medyum, ¢6zelti ve malzemeler su sekildedir.

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Serum igeren IKEH medyumu (Celprogen, M36081-13S)
Serumsuz IKEH medyumu (Celprogen, M36081-13)
ESM ile kapli flask (Celprogen, E36081-13-T25)

ESM ile kapli 6-kuyu-plaka (Celprogen, E36081-13-6)
ESM ile kapl 96-kuyu-plaka (Celprogen, E36081-13-96)
Dondurma medyumu (Celprogen, M36081-13FM)

EDTA iceren 1X PBS c¢o6zeltisi (Celprogen- P1408-013)
1XTripsin EDTA ¢dzeltisi (Celprogen- T1509-014)
Y-27632 2HCI (Selleckchem-S1049)

10) RKI-1447 (Selleckchem-S7195)

3.2. Hucrelerin Gogaltilmasi ve Pasajlanmasi

IKEH, steril besiyerinde, +37°C’'de, %5 CO2 ve %95 nemlendirilmis hava igeren

karbondioksit inkibatoriinde kultlr edilerek ¢odgaltildi. Hicreler %60-70 doluluga

ulastiklari zaman, yapistiklar flasktan kaldirilarak yeni flasklara pasajlandi. T25’lik

flasklarda pasajlama iglemi igin;

1)

2)
3)

4)

5)

Flaskta mevcut halde bulunan medyum cekilerek 2 ml PBS (1X) ile, 2-3 dk
boyunca yikandi ve PBS ortamdan uzaklastirildi.

Flaska 2 ml tripsin damla damla eklendi ve 3-4 dk inkibatorde bekletildi.
invert mikroskopta (Olympus, CKX41SF Ters Faz Kontrast Mikroskobu)
degerlendirilerek hucrelerin yuzdugu teyit edildi.

Tripsin aktivasyonunu durdurmak igin tripsinle esit hacimde 2 ml serumlu
medyum flaska eklendikten sonra birka¢ kez pipetaj yapilarak ortam nétralize
edildi.

Sonrasinda hiicre stspansiyonu 15 ml'lik steril falkon tiplerinde toplandi ve

100 g'de 7 dakika santrifij yapildi.
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6) Santrifij sonrasi altta kalan pellet Gzerine 500 pl taze serumlu medyum
eklendi ve reslspanse edildi.
7) Elde edilen hlicre suspansiyonunun Uzerine 5 ml taze serumlu medyum ilave

edilerek T25 flasklara pasajlama yapildi.

3.3. Hucrelerin Cozdiiriilmesi

Donmus hcreleri iceren kriyotip -80°C'den c¢ikartildi ve kriyotip 37°C'lik su

banyosunda hafifce déndurilerek hicreler hizh bir sekilde ¢ézdiruldu.

3.4. Hicrelerin Dondurulmasi

1) T25 flaskta %70-80 konfluent olduktan sonra huicrelerin Uzerindeki besi yeri
cekildi, 2 ml PBS ile yikama islemi yapildi ve PBS geri cekildi.

2) T75 flask igin 2 ml tripsin eklenerek flask 2 dk boyunca inkibatérde bekletildi
ve hucrelerin yapisma yerlerinden kaldirilmasi saglandi.

3) Zemine yapisik hiicre kalmadigi invert mikroskopla gézlemlendikten sonra 4
ml taze serumlu medyum eklendi.

4) Hucreleri dondurmak igin hedeflenen hiicre sayisi 500 bin-1 milyon arasi
olarak kabul edildi ve Uzerine dondurma medyumu eklenerek kriyotlplerde
donduruldu.

5) Sonrasinda izopropil alkol igeren dondurma kabi iginde en az 4 saat -20°C’de

tutuldu ve sonra -80°C’de saklandi.

3.5. Hucrelerin Sayimi

Hucre sayimi yukarida anlatilan sekilde tripsinize edilip, nétralize edilen flask
icerisinden yapildi. Homojenize edilen medyum ve hucre karigsimindan 0,5 ml, bir
ependorfa alindi ve 10 uL pipetaj ile alinarak Neubauer laminda hlicre sayimi yapildi.
Sekil 3.1'de gosterildigi gibi Neubauer laminda harflerle belirtilen karelerdeki alanlar
ve karelerin sol ve ust kenarlarinin Uzerindeki hucreler de sayildi.

TUm bu alanlardaki hiicreler (N) sayildi. N =a+B+y+d; 1 mm®teki hlicre sayisi =

(N/4) x10* form{liine gore hesaplandi.
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Sekil 3.1 Neubauer Lami

3.6. Proliferasyon Deneyleri

Deney Gruplari
Kontrol
ROCK inhibitdr (Y-27632) (1 uM)
ROCK inhibitdr (Y-27632) (3 uM)
ROCK inhibitdr (Y-27632) (10 uM)
ROCK inhibitor (Y-27632) (30 uM)
ROCK inhibitér (RKI-1447) (0,1 uM)
ROCK inhibitér (RKI-1447) (0,5 uM)
ROCK inhibitdr (RKI-1447) (1 uM)
ROCK inhibitér (RKI-1447) (10 uM)
10. ROCK inhibitér (RKI-1447) (30 uM)

© 0 N o g bk~ w0 DdDRE

BrdU Testi

1) 96 kuyulu plakalara, her kuyuda 20 bin hicre olacak sekilde her gruptan u¢
deneme yapmak Uzere ekim gergeklestirildi.

2) Hucreler konfluent olunca deneyler icin bahsedilen dozlarda, 24 saat ve 48
saat olacak sekilde serumsuz medyum icgerisinde tedavi ajanlari ile inkibe
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edildi.
3) Hucrelerin proliferasyon élgiimleri, ab126556 BrdU Hulcre Proliferasyon ELISA
Kiti (Kolorimetrik) ile yapild1.

Reaktiflerin Hazirlanmasi

Tum reaktifler kullanimdan 4 saat 6nce oda sicakhgina (18-25°C) getirildi.
1) 1X BrdU Reaktifi
3 mL hicre ortamina 6 pL BrdU stok eklendi.

2) 1X Plaka Yikama Tamponu

50X plaka yikama tamponu 50 kat seyreltildi.
3) Peroksidaz Kegi Anti-Fare IgG Konjugati
12 mL konjugat seyrelticiye, 6 pL eklenerek 2.000 kat seyreltildi ve bu ¢ozelti 0,22

pm'lik filtre ile filtrelendi.

Deney Prosedurii

1) Hiicre ekimi: 96 kuyulu plakalara 2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde, ekim
gerceklestirildi.

2) Tedavi ajanlarinin eklenmesi: Tedavi ajanlari BrdU analizi ile segilen son
konsantrasyonlarda 100 pL/kuyu olacak sekilde ilave edildi.

3) BrdU'nun eklenmesi: Test kuyularina 1X BrdU 20 pL hacimde ilave edilerek
2-24 saat inkUbasyon gerceklestirildi.

4) Fiksasyon basamagi: Medyum aspire edildi. Sonra 200 pL/kuyu fiksasyon
¢Ozeltisi eklendi ve oda i1sisinda 30 dakika inklbe edildi.

5) Yikama: Plakalar 1X yikama tamponu ile G¢ kez yikandi.

6) Dedektor antikoru eklenmesi: Anti-BrdU monoklonal dedektdr antikoru 100
ML/kuyu olacak sekilde eklendi ve oda sicakliginda bir saat inkibe edildi.

7) Yikama: Plakalar 1X yikama tamponu ile G¢ kez yikandi.

8) Peroksidaz kegi anti-fare IgG konjugat hazirlanmasi ve eklenmesi: 1X
peroksidaz kegi anti-fare IgG konjugati her kuyuya 100 pL eklendi.

9) Yikama: Plakalar 1X Yikama Tamponu ile tU¢ kez yikandi. Son yikamadan
sonra yikama ¢Ozeltisi aspire edildi ve kagit havlu Uzerinde kurutuldu. Sonra
tim plaka distile su ile dolu bir beher igerisine daldirilarak son yikama

gerceklestirildi ve kurumaya birakildi.
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10) TMB peroksidaz substratinin eklenmesi: TMB peroksidaz substrat 100
pML/kuyu olacak sekilde eklendi ve karanlikta oda sicakliginda 30 dakika
inklibe edildi.

11) Stop ¢ozeltisi eklenmesi ve plakanin okunmasi: Her kuyuya 100 L stop
¢cOzeltisi eklenerek reaksiyon durduruldu. 450 nm dalga boyunda plaka

okuyucu kullanarak optik dansite (OD) belirlendi.

3.6.1. Tedavi Ajanlarinin Hazirlanmasi

C1xV1=C2xV2 formuill ile hesaplandi.

1) 1.ROCK inhibitér (Y-27632): 5 mg Y-27632, 357 ul distile su igerisinde
¢6zuldu ve stok 14 mg/ml olarak hazirlandi. 10 uM istenen konsantrasyon son
volum 1500 pL olacak sekilde hazirlandi.

2) 2.ROCK inhibitér (RKI-1447): 10 mg RKI-1447, 154 ul DMSO igerisinde
¢ozuldu ve stok 200000 uM olarak hazirlandi. 1 uM istenen konsantrasyon

son volum 1500 uL olacak sekilde hazirlandi.

3.7. Human ROCK-2 Seviyeleri, ROCK Aktivite Ol¢iimii ve PCR Deneyleri igin
Gruplar

1) 1.Kontrol grubu: Sadece medyumla takip edilen hicreler

2) 2.ROCK inhibitdr (Y-27632): 10 uM Y-27632 2HCI ile muamele hiicreler
(Selleckchem-S1049)

3) 3.ROCK inhibitor (RKI-1447): 1 uM RKI-1447 ile muamele edilen hiicreler
(Selleckchem-S7195)

3.8. Human ROCK-2 Seviyelerinin Olgiimii

6 kuyulu plakalara serumlu besi yeri igerisinde hticreler 10° hiicre/2000 uL
hicre ekimi gerceklestirildi (Sekil 3.2)
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Sekil 3.2 6 Kuyulu Plakalara Ekilmis Deney Gruplari

Hucreler konfluent olunca, tedavi ajanlari ile deney gruplarinda belirtilen sekilde
48 saat CO inkubatorinde 37°C’de inklUbasyon gerceklestirildi. Sonrasinda,
medyumlar cekildi ve hicrelerin lzerine 1000 pyL PBS eklenip hicre kaziyici
kullanilarak kaldirildiktan sonra ependorflara aktarildi. Mikrosantrifiij ile 500 g’de 10
dk santrifiij edilip stiipernatant atildi. Ependorflardaki pelletlerin tGzerine 500 uL RIPA
Lizis Buffer eklenerek her bir ependorf vortekslendi ve -80 °C’ye kaldirildi. Kaldirilan
bu numunelerden Human ROCK-2 ELISA kiti (Elabscience, E-EL-H0923, Rho
Associated Coiled Coil Containing Protein Kinase 2) ve ROCK aktivite kiti (Cell
Biolabs STA-416), calisildl.

3.8.1. Reaktif Hazirlama

1) Kit iceriginde bulunan tim reaktifler, kullaniimadan o6nce oda
sicakhgina (18~25 °C) getirildi.

2) Yikama tamponu: 30 mL konsantre yikama tamponu, 720 mL distile
su ile seyreltildi.

3) Standart calisma ¢ozeltisi: Standart 10.000 g'de 1 dakika santriflijlendi
uzerine 1.0 mL referans standart & 6rnek seyreltici eklendi ve 10 dakika
bekletildi. Sonra birkag kez nazikge alt-ust edildi. 7 tane ependorf tipu alindi,
her tiipe 500 L referans standart ve drnek seyreltici eklendi. ilk tiipe 20
ng/mL calisma ¢dzeltisinden 500 ul pipetlendi ve 10 ng/mL calisma

¢Ozeltisi elde edildi. Bu adima gore 6nceki tupten ikinci tipe ¢dzeltiden
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500 uL sirasiyla pipetlendi (Sekil 3.3).

500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL

2 Ve Wae Wan WPae WV

Rcflerence
Standard

S

4)

5)

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7
8)

e

==

10 5 25

20 2. 1.25 0.63 0.31 0

Sekil 3.3 Human ROCK-2 Standartlarinin Hazirlanmasi

Biyotinlenmis Ab calisma ¢ozeltisi: 100uL/kuyu olacak sekilde eklendi.
Konsantre biyotinlenmis saptama Ab 800xg’de 1 dakika boyunca
santrifijlendi. Ardindan 100x konsantre biyotinlenmis saptama Ab' vyi
biyotinlenmis saptama Ab seyreltici ile 1x ¢alisma ¢ézeltisine seyreltildi.

Konsantre HRP konjugat ¢alisma ¢ozeltisi: 100uL/kuyu olacak sekilde eklendi.
100X konsantre HRP konjugati, konsantre HRP konjugat seyreltici ile 1X

olarak seyreltildi.

Olgiim Prosediirii

100 pL hazirlanan standartlar ve 6rnekler duplike sekilde kuyulara eklendi.
Hemen her kuyuya 100 pL biyotinlenmis saptama Ab calisma ¢ozeltisi
eklendi. 37 °C'de 1 saat inklibe edildi.

Her kuyuya 350 pL yikama tamponu eklendi. Bu yikama adimi U¢ kez
tekrarlandi.

Her kuyuya 100 pyL Human ROCK-2 ve Avidin-Horseradish Peroxidase
(HRP) konjugatina 6zgu calisma c¢ozeltisi eklenerek 37°C'de 30 dakika
inktbe edildi.

Cozelti her kuyudan bosaltilarak, yikama islemini 3. adimda gercgeklestirildigi
gibi bes kez tekrarlandi.

Her kuyucuga 90 pL Substrat Reaktifi eklendi. 15 dakika streyle 37°C’de
karanlk ortamda inklbe edildi.

Son olarak, her bir kuyucuga 50 L stop ¢ozeltisi eklendi.

450 nm'ye ayarlanmis mikroplaka okuyucu ile her kuyunun OD degeri

belirlendi.
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Sonuglarin Hesaplanmasi

Her standart ve numune igin ¢ift okumalarin ortalamasini alindi. Ardindan
ortalama sifir standart OD g¢ikarildi. X ekseninde standart konsantrasyon ve y
ekseninde OD degerleri ile log-log ekseninde dort parametreli bir lojistik egri gizildi
(Sekil 3.4).

ROCK Standart
. y =0,3161x + 0,0055
L R2=0,9716
1,4
g 12
(V5]
c 1
©
o 0,8
~ 06
"5_ 0,4
O 02
0
0,31 0,63 1,25 2,5
ng/ml

Sekil 3.4 ROCK-2 Standart Egrisi

3.9. ROCK Aktivitesinin Belirlenmesi

Cell Biolabs’in 96 kuyulu ROCK aktivite test kiti (STA-416), ROCK tarafindan
Thre96’daki MYPT1’in spesifik fosforilasyonunu saptamak igin gelistiriimis enzim
immunoanaliz prensibine uymaktadir. 96 kuyulu mikroplakalar bir rekombinant
MYPT1 ile 6nceden kaplanmistir. Bu test kiti, fizyolojik substrat kullanarak ROCK

aktiviteyi saptayan izotopik olmayan, hassas ve spesifik bir ydontem saglar.

Reaktiflerin Hazirlanmasi

« DTT ve ATP igeren 10X kinaz reaksiyon tamponu: 970 uL 10X kinaz
tamponuna 10 yL 1M DTT ve 20 uL 100 mM ATP c¢dzeltisi eklendi.

« Seyreltiimis aktif ROCK-2 pozitif kontrol: 172 pL deiyonize suya 8 pL aktif
ROCK-2 ve 20 pL 10X kinaz tamponu eklendi.

+ 11X yikama tamponu: 10X yikama tamponu konsantresi deiyonize suyla 1X'e
seyreltildi.

* Anti-Phospho-MYPT1 (Thr696) antikoru ve HRP-konjuge ikincil antikor:
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Kullanimdan hemen o6nce anti-fosfo-MYPT1 (Thr696) antikoru, 1:1000 ve

HRP-konjuge ikincil antikoru ve 1:1000 test seyreltici ile seyreltildi.

Test Protokolii

1) Hucre lizatlarindan elde ettigimiz numuneler duplike olarak test edildi.

2) Rekombinant MYPT1 ile 6nceden kaplanmis 96 kuyunun her birine 90 pL
seyreltiimis aktif ROCK-2 pozitif kontrol ve numuneler eklendi.

3) Sonrasinda DTT ve ATP igceren 10X kinaz reaksiyon tamponundan 10 pL
eklendi.

4) Plaka Uzeri kapatilarak 30°C'de 60 dakika inklibe edildi.

5) Kuyular icindeki sivi aspire edilerek, her kuyuya 50 yL 0,5 M EDTA (pH 8.0)
eklenerek kinaz reaksiyonu durduruldu.

6) Sonrasinda kuyu basina 250 uL 1X yikama tamponu ile t¢ kez yikandi.

7) Her bir kuyuya 100 pL seyreltiimis anti-fosfo-MYPT1 (Thr696) antikoru
eklendi.

8) Plaka lUzeri kapatilarak oda isisinda orbital calkalayici Gzerinde bir saat inklibe
edildi.

9) Kuyu icerigi aspire edildi. Kuyu basina 250 uL 1X yilkama tamponu ile U¢ kez
yikandi.

10) Her kuyucuga 100 uL seyreltiimis HRP konjuge ikincil antikor eklendi.

11) Plaka Uzeri kapatilarak oda isisinda orbital calkalayici Gzerinde bir saat inklibe
edildi.

12) Kuyu igerigi aspire edildi. Kuyu basina 250 pL 1X yikama tamponu ile U¢ kez
yikandi.

13) Tum kuyulara 100 pL substrat ¢ozeltisi eklendi, orbital calkalayicida 20 dakika
inkUbe edildi.

14) Her kuyuya 100 uL stop ¢dzeltisi ekleyerek enzim reaksiyonu durduruldu.

15) 450 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede her kuyunun OD degeri belirlendi.

3.10. Yara iyilesmesi (Wound Healing) Deneyi

Belirlenen doz ve siirelerde IKEH'lere tedavi ajanlari uygulandi. Sonrasinda
yara iyilesmesi deneyleri icin bir pipet ucu vasitasiyla yara bélgesi gizimi
gerceklestirildi. Cizilen yara bdlgesi icindeki alan Imaged programi ile hesaplandi ve

yara iyilesmesi suresi takip edildi.
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3.11. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Gen ekspresyon dizeylerini belirlemek igin yapilan PCR deneylerinde, hicre
icerisindeki, Na*-K*-ATP-az, ZO-1, COL8A2 (tip 8 kollajen a2), Aquaporin 1, E-
cadherin, SLC4A11 (solute carrier family 4 member 11) ve GAPDH genlerine ait
MmRNA miktarlar belirlendi. Total RNA igerisindeki mRNA'lardan Gergek Zamanlh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile daha stabil cDNA'lar sentezlendi ve

sonuglar GAPDH ile oranlanarak degerlendirildi.

3.11.1.Total RNA izolasyonu

Tedavi ajanlari ile 48 saat inktbe edildikten sonra 6 kuyulu plakalarin Gzerindeki
besi yeri uzaklastirildi. Htcreler, hicre kaziyici kullanilarak kaldirildi ve mikrosantrifij
ile 300 g’de 10 dk santriflij edilip sipernatant atildi. Ependorflardaki pelletlerin tizerine
500 uL Trizol (TRIzol ® Reagent, ambion by life technologies, ref 15596018) ilave
edildi. Hicreler, saf bir RNA eldesi i¢in -80°C’de saklandi.

1) Trizol ile toplanan hicre pelletleri -80°C’den alind1.
2) 5 dk oda sicakliginda inklbe edildi.

3) Ependorflarin tzerine 500 L trizol i¢in 100 uL kloroform eklendi.

4) 4°C’de 12,000 xg 15 dk santriftij edildi. Sivi faz yeni tlplere alindi.

5) Orneklerin lizerine 500 uL izopropanol eklendi.

6) 4°C’de 12,000 xg de 10 dk santriflij edildi ve Uzeri dokuldu.

7) Tupte kalan pelletin Gzerine 1 ml %70 etanol eklendi ve vortekslendi.
8) 7,500 xg de 5 dk 4°C’de santriflij edildikten sonra Uzeri dokaldu.

9) Daha sonra ependorf tlpler kurumaya birakildi.

10) 25 pL niikleaz free water eklenerek pipetaj yapildi.

11) Heat block’ta 60°C’de 10 dk inkilibe edildi.

12) Son asamada cDNA sentez agamasina gegildi.

3.11.2. cDNA Sentezi
Elde edilen Total RNA, cDNA sentez kiti [A.B.T.™ cDNA Synthesis Kit with
RNase Inh. (High Capacity)] kullanilarak cDNA'ya ceuvrildi.

cDNA sentez asamalari Tablo 3.1’de verilmigtir.
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Tablo 3.1 cDNA Sentez Karisimi

20 pl Ters Transkriptaz Reaksiyonu igin Hacim
10X Reaksiyon Buffer 2L
dNTP kansimi (her biri 2,5 mM) 1pL
Random (rastgele) heksamer (50 uM) 2L
Ters transkriptaz (200 U/ pL) 1L
RNaz inhibitorii 0.5 pL
RNaz icermeyen Su 3.5uL
Total RNA 10 pL

Tablo 3.2’ye uygun olarak cDNA sentezi gergeklestirildi.

Tablo 3.2 cDNA Sentez ProtokolU

RT agamalan Sicaklik (°C) Zaman Dongu

Asama 1 25 10 dk 1

Asama 2 37 120 dk 1

Asama 3 85 5dk 1

Asama 4 4 P 1
3.11.3. RT-PCR

PCR reaksiyonlarinda kullanilan primer dizileri Tablo 3.3’te gosterildi.
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Tablo 3.3 Primer Dizileri

Primer adi Forward (sense) Reverse (antisense)

Z0-1 ACCAGTAAGTCGTCCTGATCC TCGGCCAAATCTTCTCACTCC
Na*/K*- CTGTGGATTGGAGCGATTCTT TTACAACGGCTGATAGCACCA
:g;f: CATTTAGAGGGTGAAGGAGAAA GAGGGAGTAGAGAACTGAAGA
COL8A2 CGACCTGAAAGCACGTCCAC AGAGGCATTTCAGTAGCAGCA
TGF- B1 CCCAGCATCTGCAAAGCTC GTCAATGTACAGCTGCCGCA
SLC4A11 GGACATCGCACGCAGGTT CGTCATTGAGAGACCCGAAAG
E-Cadherin | CGACCCAACCCAAGAATCTA AGGCTGTGCCTTCCTACAGA
GAPDH CAGCCTCAAGATCATCAGCA TGTGGTCATGAGTCCTTCCA

Bu calismada 96 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen PicoReal 96 Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific) kullanilmis olup amplifikasyon urlnlerinin artigi
anlik olarak takip edilebilmektedir. Sistemde, SYBR Green RealQ Plus 2x Master Mix
Green Without ROX™ metodu kullaniimaktadir. Primerlerin baglanmasi ile az
sayidaki boya moleklu ¢ift sarmal DNA’ya baglanmaktadir. DNA’ya baglanan SYBR
Green molekidllerinin uyarilmasi, etkili sekilde 1sik sagiliminin artmasina neden
olmaktadir. Uzama asamasinda ¢ift sarmal DNA olustuk¢a, daha fazla sayida boya
molekulleri baglanmaktadir. RT-PCR ile kontrol grubu ve deney gruplari arasindaki

gen ekspresyonlarinin nasil degistigi belirlendi.

Elde edilen cDNA’lara RT-PCR uygulandi. Uygulanan PCR protokolt Tablo
3.4’te detaylandindi.

Tablo 3.4 RT-PCR Protokolu

Dongu Dongl suresi Sicaklik
1a 15 dakika 95 °C
40 15-30 dakika® 95 °C
30 dakikac 55-65 °Cd
30 dakika 72 °C

Bu program cihaza uygulanarak reaksiyon gerceklestirildi, sonuglar elde edildi
ve elde edilen Ct deg@erlerinden istatiksel analiz yapildi. Sonuglar GAPDH ve Beta-
aktin ile normalize edilerek Ardindan, 222t formilii ile hesaplama yapildi. Cikan
sonuglarin ortalamasi alinarak gen ekspresyonunun gruplar arasindaki rolatif

degisimleri bulundu.
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3.12. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY: IBM Corp.))
paket programiyla analiz edildi. Surekli degiskenler ortalama + standart hata ile ifade
edildi. Gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli farkliliklari test etmek icin tek/ ¢ift
yonlu varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Varyanslarin normalligini ve homojenligini
test etmek icin Shapiro-Wilk testi uygulandi. Anlamli farkliliklar, post hoc Tukey-HSD

testi ile test edildi. TUm analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. BrdU Hiicre Proliferasyon Deneyi Sonuglari
4.1.1. Y-27632’nin Farkh Dozlarinin iKEH Proliferasyonu Uzerine Etkisinin
Belirlenmesi

IKEH Y-27632’nin 1-3-10-30 uM arasinda degisen dozlar! ile 24 ve 48 siiresince
inkiibe edildi. Hicrelerin proliferasyon yetenegi BrdU analizi ile saptandi. IKEH
kultdrinde 3 bagimsiz Y-27632 deneyi yapildi ve yapilan tim deneylerin ortalamasi
alindi. 10 yM Y-27632 24 saat inklibasyon sonrasinda hticre proliferasyonunu kontrol,
1 UM ve 3 pM gruplarina gore istatistiksel olarak anlamh diuzeyde artirdi (p<0,05).
Ayrica 3 pM ve 30 uM Y-27632 24 saat inkibasyon sonrasinda hicre
proliferasyonunu 1 yM’a gére anlamh duzeyde artirdi (p <0,05). Buna ek olarak 10
MM Y-27632 48 saatte 1,3 ve 30 uM’a goére hicre proliferasyonunu anlamli dizeyde
artirdi (p <0,05). Bu nedenle ELISA ve RT-PCR deneyleri igin 10 yM Y-27632 etkin
doz olarak, 48 saat ise etkin sure olarak segcildi ve hicrelerin inkiibasyonunda
kullanildi (Sekil 4.1)
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Sekil 4.1 Y-27632'nin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisinin BrdU Analizi ile
Belirlenmesi [Y-27632'nin (1-3-10-30 yM) farkli dozlarinda 24 ve 48 saat inkiibasyonu;
Ortalama = standart hata; n=3, *p<0,05 24 saat inklbasyon sonrasi kontrol grubundan fark;
#p<0,05 24 saat inklibasyon sonrasi Y-27632 1 yM grubundan fark; “p<0,05 24 saat
inkiibasyon sonrasi Y-27632 3 uM grubundan fark; **p<0,05 48 saat inkiibasyon sonrasi Y-
27632 1 uyM grubundan fark, &p<0,05 48 saat inklibasyon sonrasi Y-27632 3 uM grubundan
fark, £ p<0,05 48 saat inkibasyon sonrasi Y-27632 30 uM grubundan fark]
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4.1.2. RKI-1447’nin Farkh Dozlarinin iKEH Proliferasyonu Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi

IKEH, RKI-1447’nin 0,1-0,5-1-10-30 uM arasinda degisen dozlari ile 24 ve 48
saat sUresince inkibe edildi. Hiicre proliferasyonu BrdU analizi ile saptandi. Hicre
proliferasyonu kontrol grubu ile karsilastirildiginda 0,1 ve 1 uM’lik dozlarda 24 saat
inkibasyon sonrasi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli dlglide yuksek
bulundu (p<0,05). Ayrica 24 saatlik inkiibasyon slresi sonunda 1 pM, 10 uM ve 30
MM ile inklibasyon sonrasi RKI-1447’nin hiicre proliferasyonu ayni stirede 0,1 uM ile
inkibe edilen gruba goére anlamli dlizeyde artirdig1 saptandi (p<0,05).1 uM RKI-1447
ile inklbe edilen grup 24 saate 0,5-10-30 uM ile inklbe edilen gruplara gore anlamli
olarak yiksek bulundu (p<0,05). Ayrica 48 saatlik 0,1-0,5-1-10-30 uM dozlarda RKI-
1447 inkibasyon slresi sonunda hiicre proliferasyonunu ayni stirede kontrol grubuna
gbre anlamh duizeyde arttirdigi saptandi (p<0,05). 0,5-1-10-30 pM dozlarda
uyguladigimiz RKI-1447 48 saat inkibasyonda 0,1 uM'a gore istatistiksel olarak
hicre proliferasyonunu anlamli diizeyde artirdi (p<0,05). Bunun yani sira 1 uM RKI-
1447 grubu 48 saatte 0,5-10-30 uM gruplarindan istatistiksel olarak anlamli dizeyde
yuksek bulundu (p<0,05). Bu nedenle ELISA ve RT-PCR deneyleri i¢in 1 yM RKI-
1447'nin etkin doz olarak, 48 saat ise etkin sure olarak secildi ve hicrelerin
inkibasyonunda kullanildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 RKI-1447'nin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisinin BrdU Analizi ile Belir-
lenmesi [RKI-1447'nin (0,1-0,5-1-10-30 uM) farkh dozlarinda 24 ve 48 saat inkiibasyonu; Or-
talama * standart hata; n=3, *p<0,05 24 saat inkiibasyon sonrasi kontrol grubundan fark;
&p<0,05 24 saat inkiibasyon sonrasi 0,1 uM dozdan fark; *p<0,05 24 saat inkiibasyon sonrasi
0,5 M grubundan fark; #p<0,05 24 saat inkiibasyon sonrasi 1 yM grubundan fark; “p<0,05
48 saat inkiibasyon sonrasi kontrol grubundan fark; #p<0,05 48 saat inkiibasyon sonrasi 0,1
MM grubundan fark; 2p<0,05 48 saat inkiibasyon sonrasi 0,5 uM grubundan fark; %p<0,05 48

saat inklbasyon sonrasi 1 yM grubundan fark]

4.1.3. Y-27632 ve RKI-1447 Etkin Dozlarinin IKEH Proliferasyonu Uzerine

Etkilerinin Karsilagtirilmasi

Y-27632 ve RKI-1447 igin yukarida belirlenen etkin dozlar kullanilarak 24 ve 48
saatlik inkiibasyon sonrasinda IKEH proliferasyonu degisiklikleri BrdU analizi ile
belirlendi ve gruplar arasinda karsilastirildi. Hicreler Y-27632 (10 uM) ve RKI-1447
(1 uM) ile 24 ve 48 saat sliresince inkiibe edildi. Ug bagimsiz deney yapildi ve yapilan
tim deneylerin ortalamasi alindi. Y-27632 ve RKI-1447 24 ve 48 saat sonrasinda
kontrol grubuna goére hicre proliferasyonunu istatistiksel olarak anlamli dizeyde
artirdi (p<0,05). Diger taraftan, hem 24 hem de 48 saatte, RKI-1447’nin hiicre
proliferasyonunu Y-27632’ye gore daha fazla artirdigi saptandi (p<0,05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Y-27632 ve RKI-1447 Uygulanmasinin Hicre Proliferasyonuna Etkisi

[Y-27632 (10 pM) ve RKI-1447 (1 pM) 24 saat ve 48 saat inkiibasyonlari; Ortalama + standart
hata; n=3, *p<0,05 24 saat inkiibasyon sonrasi kontrol grubundan fark; *p<0,05 48 saat inku-
basyon sonrasi kontrol grubundan fark, #p<0,05 24 saat inkiibasyon sonrasi Y-27632 grubun-

dan fark; Pp<0,05 48 saat inkiibasyon sonrasi Y-27632 grubundan fark]

4.2. ROCK-2 Seviyesi Olgiimleri

IKEH'de Y-27632 (10 uM) ve RKI-1447 (1 uM) ile 48 saat inkiibasyonu takiben
ROCK-2 seviyeleri dlculdi. ROCK-2 seviyesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda Y-
27632 ve RKI-1447 inkubasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli seviyede dusuk
oldugu saptandi (p<0,05). Bunun yani sira Y-27632 ile inklbe edilen grupta RKI-1447
grubuna goére daha dusuk ROCK-2 seviyeleri gdzlemlendi (p<0,05) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Y-27632 ve RKI-1447 ile 48 saat inkUbasyon sonrasi ROCK-2 katl degigimi
[Y-27632 (10 uM) ve RKI-1447 (1 uM) 48 saat inklibasyonlari; Ortalama + standart hata; n=3,
*p<0,05 kontrol grubundan fark; #p<0,05 Y-27632 grubundan fark]

4.3. ROCK Aktivite Olgiimleri

IKEH’de Y-27632 (10 uM) ve RKI-1447 (1 uM) ile 48 saat inkiibasyonu takiben
ROCK aktiviteleri 6l¢uldi. ROCK aktivitesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda Y-27632
ve RKI-1447 inkUbasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli seviyede dusuk oldugu
saptandi (p<0,05). Bunun yani sira RKI-1447 ile inkibe edilen grupta Y-27632
grubuna gére daha dusuk ROCK aktivitesi gozlemlendi (p<0,05) (Sekil 4.5).

42



ROCK aktivitesi
0.55-

&

(40

=)
1

1

Optik Dansite
(450 nm absorbans)

-
g

0.40

A© :
& &

Sekil 4.5 Y-27632 ve RKI-1447 ile 48 saat inklibasyon sonrasi ROCK aktivite degisimi
[Y-27632 (10 uM) ve RKI-1447 (1 uM) 48 saat inkubasyonlari; Ortalama + standart hata; n=3,
ap<0,05 kontrol grubundan fark; Pp<0,05 Y-27632 grubundan fark]

4.4. IKEH Yara iyilesmesi Deneyleri

Yapmis oldugumuz IKEH yara iyilesmesi deneylerinde kontrol, Y-27632(10 uM)
ve RKI-1447(1 uM) gruplari 24 saat ve 48 saat seklinde takip edildi. Yara iyilesmesi
kontrol grubunda ilk 24 saatte %10, ilk 48 saatte %47 iken Y-27632 grubunda ilk 24
saatte %17, ilk 48 saatte %47 olarak saptandi. RKI-1447 grubunda ise yara alani ilk
24 saatte %60, ilk 48 saatte %78 oraninda iyilesti. Veriler birlikte degerlendirildiginde
RKI-1447 uygulanan grupta hucrelerin iyilesme kapasitesinin hem kontrol hem Y-
27632 grubuna gore yuksek oldugu; Y-27632 grubunda ise yara iyilesme oraninin ilk
24 saatte kontrol grubuna gore yuksek ancak 48. saatte benzer seviyede oldugu
saptandi. (Sekil 4.6)
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Sekil 4.6 Y-27632 ve RKI-1447 ile inkibasyonu yapilan hicre gruplarinin yara iyiles-

mesi goruntilenmesi

4.5. RT-PCR Sonuglari

IKEH’lerde, hedef genler olan TGF-B1, Na*-K*-ATPaz, ZO-1, COL8A2,
Aquaporin 1, E-cadherin, SLC4A11 ve GAPDH mRNA ekspresyonlari incelendi.
Ancak primerler ile yapilan analizlerde herhangi bir net veri elde edilemedi. Firma ve
genetik anabilim dali ile yapilan gérismeler sonucunda dzellikle cDNA sentez kiti ve
primerlerde sorun olabilecedi sonucuna varildi.
Tum bu verilerimize ek olarak tezimizde ayrica RhoA inhibit6ri olan C3’Un tedavi ajani
olarak kullanilmasi, hlcre dongusu analizi ve immunohistokimyasal analizlerin
yapilmasi da planlanmigsti; ancak tim dinyayi etkisi altina alan COVID-19 pandemisi,
fiyat dalgalanmalari, Uretim ve lojistik sorunlar nedeniyle gerekli malzemelerin temini
konusunda gecikmeler ve kisithihklar  yasanmis olup bu analizler

gerceklestirilememistir.
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Yukarida bahsedilen kisitlamalarin giderilerek analizlerin daha sonra tekrar

edilebilmesi icin hucreler -80 dereceye dondurularak kaldiriimistir.
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5.TARTISMA

IKEH'ler hiicre dénglsiiniin G1/S fazinda duraklamistir ve in vivo proliferasyon
kapasiteleri kisithdir (2). Bu nedenle, herhangi bir sebeple endotel hicre sayisi
azaldiginda veya endotel tabakasi hasarlandijinda geride kalan saglam hicreler
hacimsel olarak biyimekte ve hasarl bdlgeye gé¢ ederek endotel fonksiyonlarinin
devamini temin etmektedirler. Eger, hasarli bdlge bu mekanizmalar ile tamir
edilemezse endotel yetmezligi ve buna bagl kornea ddemi geligir.

Gecmiste kalici endotel yetmezligine bagli kornea 6deminin tek tedavisi tam kat
PK iken son yillarda yerini EK'ye birakmaya baslasa da diinya genelinde donér
yetersizligi sorunu devam etmektedir (44-46). Bu nedenle endotel yetmezligi tedavisi
icin mevcut IKEH'lerin proliferasyonunun in vivo uyarilmasi ve kiltire edilmis
IKEH’lerin goz icine transferi (direkt enjeksiyon veya tasiyici bir plaka (izerinde) gibi
hlcre temelli tedavi yaklasimlarina yonelik arastirmalar son yillarda hiz kazanmistir
(68-74). Bu alanda ROCK inhibitérlerinin IKEH Uizerine etkilerini inceleyen calismalar
onemli bir yer tutmaktadir.

Bu tez calismasinda daha 6onceden bir¢cok ¢alismada kullaniimis olan Y-27632
ve daha énce IKEH Uzerine etkinligi hi¢ arastirilmamis olan RKI-1447nin IKEH
proliferasyonu ve endotel yara iyilesmesi Uzerine olan etkinligi karsilastirildi.
Calismada oncelikle Y-27632’nin 1-3-10-30 pM arasinda degisen dozlari BrdU testi
ile degerlendirilmis olup 10 uM’nin en etkin doz oldugu saptandi. Benzer sekilde RKI-
1447’nin 0,1-0,5-1-10-30 uM arasinda degisen dozlari test edildikten sonra 1 yM RKI-
1447'nin IKEH proliferasyonu igin en etkili doz oldugu tespit edildi.

Y-27632, ROCK-1 ve ROCK-2'yi inhibe etmektedir. Y-27632, Ca?* duyarlihgini
secici olarak inhibe ederek c¢esitli agonistler tarafindan indiklenen diz kas
kasilmasini engellemekte, kultirlenmis hicrelerde Rho kaynakli stres liflerinin
olusumunu baskilamakta ve aktomiyozin aktivasyonunu bloke etmektedir (92). RKI-
1447 ise ROCK-1 ve ROCK-2 (izerinden etki eden oldukca potent ve selektif bir
ROCK inhibitérudir. RKI-1447, lizofosfatidik asit (LPA) stimllasyonunun ardindan
ROCK-1/ROCK-2 aracili hiicre aktin stres lifi olusumunu inhibisyonda oldukga segici
etkiye sahiptir. RKI-1447, insan kanser hucrelerinde ROCK substratlari olan MLC-2
ve MYPT-1'in fosforilasyonunu inhibe etmektedir. Ancak diger ROCK inhibitérlerinden
farkh olarak 10 pM kadar yuksek konsantrasyonlarda bile diger kinazlarin
fosforilasyon seviyeleri lzerinde hicbir etkisi olmamaktadir. Bu durum da RKI-
1447’nin selektifligini ve yan etki riskinin dusuk olmasini kanitlamaktadir (108,115).

Bu calismada Y-27632 ve RKI-1447 icin yukarida bahsedilen etkin dozlar
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kullanilarak 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda IKEH proliferasyonu degisiklikleri
BrdU analizi ile belirlendi ve gruplar arasinda karsilastirildi. Y-27632 ve RKI-1447 24
ve 48 saat sonrasinda kontrol grubuna gére hicre proliferasyonunu anlamli diizeyde
artirdi. Diger taraftan, hem 24 hem de 48 saatte, RKI-1447’nin hlcre proliferasyonunu
Y-27632’ye gore daha fazla artirdigi saptandi.

Literatire bakildiginda, calismalarin biyik godunlugu Y-27632'nin IKEH
tizerine olan etkilerine odaklanmistir. Ornegin, Bi ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada IKEH kiltiriinden 36 saat sonra degerlendirilen hiicre proliferasyon
testinde Y-27632 uygulanan IKEH'lerde kontrol grubuna goére istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde daha yliksek Ki67 pozitif hiicrelerin varligi saptanmistir. Bahsedilen
calismada Ki67 hiicresel proliferasyon isareti olarak kullanilmigtir (75). Okumura ve
arkadaslari tarafindan yayinlanan bir calismada Y-27632 ve diger bir ROCK inhibitor
olan Y-39983'(in killtiire edilmis IKEH ve maymun KEH’lerinin proliferasyon ézellikleri
Uzerine etkileri EdU ve BrdU testleriyle degerlendiriimis, 0,3 ve 3,0 uM
konsantrasyonlarda Y-39983'lin kontrol grubuna gore belirgin dliizeyde proliferasyonu
artirdigi, 10 uM Y-27632 ile benzer etki gosterdigi bulunmustur (130). Mishan ve
arkadaslari tarafindan yapilan bir IKEH kiiltiiri calismasinda da Y-27632'nin kontrol
grubuna goére hucre proliferasyonu ve canliligini artirdigi gézlenmistir (104).

Diger taraftan, Pipparelli tarafindan yapilan calismada Y-27632'nin IKEH’ler
Uzerine etkisi arastinimigtir. Yara iyilesmesi deneyinde Y-27632 eklenmis ortamda
kontrol grubuna gore fibroblastik gérinimde hiicre sayisi belirgin oranda artmis ve
EdU pozitif hiicre sayisi azalmistir. Bu durum Y-27632 ile muamele edilen IKEH’lerde
proliferasyonun tetiklenmedigi aksine inhibe edildigi gostermektedir (133). Bu celigki
daha sonra Peh ve meslektaslarinin yapmis oldugu, gen¢ dondrlerden elde edilen
IKEH'lerin Y-27632'ye daha duyarli oldugunu ve ROCK inhibisyonunun etkisinin
korneanin durumuna bagh olarak degisebilecegini 6ne surdugu calismada
aciklanmistir. Ayni gcalismada BrdU testinde 48 saatlik degerlendirmede Y-27632'nin
kontrol grubuna goére hicre proliferasyonu ve adezyonu artirdigi saptanmistir. Ancak,
deneyler 60 yas ustu bireylerden elde edilen kornea kaynakli hucreler ile
tekrarlandiginda Y-27632 grubu ve kontrol grubu arasinda belirgin bir fark
saptanmamistir (135).

Literatirde ROCK inhibitdrlerinden RKI-1447'nin IKEH (izerine etkisinin
incelendigi bir galismaya rastlanmamakla birlikte okuler hipertansiyon ve bazi kanser
tirleri Gizerine sinirl sayida aragtirma mevcuttur. Ornegin, Dang ve arkadaglarinin

gerceklestirdigi pigmenter glokom domuz modeli deneyinde dn kamaraya enjekte
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edilen RKI-1447'nin TA yapisinda belirgin mikro-makroskopik histolojik degisiklik
olusturmadan stres liflerini baskilayarak ve fagositoz etkisini artirarak intraokuler
basinci kontrol grubuna goére belirgin bir sekilde distrdidu saptanmigtir. Ayni
calismada RKI-1447 trabekiiler disa akimi %38.25 artirmis ve GIB'i %33.58 oraninda
dugurmustur (128).

Patel ve arkadaslarinin transgenik fare-meme kanseri modeli ¢alismasinda
RKI-1447 timér boyutunu %87 oraninda kigultmuas, tumoér aktivitelerini ve
invazyonunu baskilamistir (108). Li ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada ROCK
sinyal yolunun RKI-1447 tarafindan inhibisyonunun, hicre iskeleti ile iligkili
mitokondriyal disfonksiyon ve hicresel biyoenerjetik bozulma yoluyla kolorektal
kanseri baskilayabildigini gosterilmistir (109).

Dyberg ve arkadaslarinin fare medulloblastom ¢alismasinda RKI-1447 kontrol
grubuna gore timor hiicre proliferasyonunu ve boyutunu istatistiksel olarak azaltmistir.
Bahsedilen g¢alisma ROCK inhibisyonunun medulloblastomda, 6zellikle metastatik
hastaligi olan cocuklar igin potansiyel yeni bir terapttik segcenek sundugunu
go6stermektedir (110).

Tdm bu caligmalar birlikte degerlendirildiginde, literaturde RKI-1447’nin
kullanildigi oldukga kisith sayida bilimsel arastirma oldugu agiktir. Yukarida
bahsedilen glokom modeli ¢aligmasinda goruldigu uzere RKI-1447, Y-27632 ile
benzer sekilde stres liflerinin azalmasina yol agmaktadir. Diger taraftan RKI-1447’nin
normal hiicrelerden tamamen farkli hiicresel 6zelliklere sahip ve kontrolsiiz bélinme
yetenegine sahip kanser hicreleri Uzerindeki baskilayici etkisi c¢alismamizda
buldugumuz RKI-1447’nin fizyolojik normlara sahip IKEH proliferasyonunu uyarmasi
ile karsilastinimamalidir. ROCK inhibitérlerinin birgok kanser hicresinde hicre
doéngusunidn ilerlemesini baskilayip, aksine KEH’lerde duraklamis olan hicre
dongusuna ilerletmesi Okumura ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir galismada
aciklanmistir (130). Bahsedilen galismada Siklin D ve p27, hicre déngusunin G1/S
ilerlemesinin dizenleyicileridir. Ayrica, ROCK inhibitorlerinin fosfatidilinositol 3-kinaz
sinyalinin aktivasyonu yoluyla Siklin D seviyelerini artirip ve p27kip1'in
fosforilasyonunu baskiladigi gésterilmistir.

Bu tez projesinde Y-27632 ve RKI-1447'nin IKEH proliferasyonu uyardigi
saptanmis olmasina karsin bu hicrelerin endotel yara iyilesmesi Uzerine etkileri de
ayrica énem tagimaktadir. Bu amagla yapmis oldugumuz IKEH yara iyilesmesi
deneylerinde kontrol, Y-27632 ve RKI-1447 gruplari 24 saat ve 48 saat sonra
degerlendirildi. Yara iyilesmesi kontrol grubunda ilk 24 saatte %10, 48 saatte %47
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iken Y-27632 grubunda ilk 24 saatte %17, ilk 48 saatte %47 olarak saptandi. RKI-
1447 grubunda ise yara alani ilk 24 saatte %60, 48 saatte %78 oraninda iyilesti.
Veriler birlikte degerlendirildiginde RKI-1447 uygulanan grupta hicrelerin iyilesme
kapasitesinin hem kontrol hem Y-27632 grubuna goére yiksek oldugu; Y-27632
grubunda ise yara iyilesme oraninin ilk 24 saatte kontrol grubuna gore yuksek ancak
48. saatte benzer seviyede oldugu saptandi. Bu bulgular IKEH proliferasyonu ve ayni
zamanda endotel yara iyilesmesi Uzerine RKI-1447’nin Y-27632 Uzerine Ustln
oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

Literatirde incelendiginde, RKI-1447 ve Y-27632'nin karsilastirildigi g6z
hastaliklarina ait bir calisma olmamasina karsin, Y-27632'nin IKEH yara iyilesmesi
lizerine etkileri bazi calismalar tarafindan incelenmistir. Ornegin, bir IKEH yara
iyilesmesi galismasinda Y-27632 eklenmis ortamda kontrol grubuna gore daha hizli
bir iyilesme gozlenmistir. Literatiirde RKI-1447’nin KEH proliferasyonu ve endotel yara
iyilesmesine Uzerine etkilerini arastiran bir calisma bulunmamakla beraber Dang ve
arkadaslarinin yaptigi okuler hipertansiyon modeli ¢alismasinda da RKI-1447
molekulinin TA hucrelerinde motilite (migrasyon) Uzerine etkisinin olmadigi
saptanmistir (128).

Bu tez calismasinda ise Y-27632'nin IKEH proliferasyonunu uyardigini; iKEH
yara iyilesmesini hizlandirsa da 48 saat sonra kontrol grubu ile benzer oldugu
saptandi. Diger taraftan RKI-1447’nin etkin dozlarinda yapilan testlerde hem
proliferasyon hem de yara iyilesmesini Y-27632’den daha belirgin sekilde uyarmasi
RKI-1447’nin Y-27632’ye gore daha potent oldugunu disundurmektedir. Bu durumu
incelemek Ulzere galismamizda ROCK-2 seviyesi ve ROCK aktivitesi de ayrica
arastirilmig, her ne kadar ROCK-2 seviyesi ve ROCK aktivite dlizeyleri Y-27632 ve
RKI-1447 gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli seviyede
azalmis olsa da RKI-1447'nin ROCK aktivitesini Y-27632’ye gore daha fazla azalttigi
ve Y-27632 grubunda ROCK-2 seviyesi RKI-1447 grubuna gbre daha az oldugu
saptandi. Her ne kadar bir g6z hastaliklari ve karsilastirma galismasi olmamasina
karsin Patel ve arkadaslarinin transgenik fare-meme kanseri modeli ¢alismasi da
RKI-1447’nin ROCK-1 ve ROCK-2'yi gug¢lu bir sekilde inhibe ettigini ortaya koymustur
(108,115).

Klinik kullanim agisindan bakildiginda, Y-27632’nin in vivo IKEH proliferasyonu
ve yara iyilesmesini uyardigini gosteren birkac klinik calisma literaturde yer almaktadir.
Okumura ve arkadaslarinin yaptigi ilk klinik calismada daha 6nceden DSAEK

ameliyati icin listeye alinan 8 hastanin 8 g6zu dahil edilmistir. Hastalar hem periferik

49



hem santral 6dem mevcut olan “yaygin kornea 6édemi” grubu ve sadece merkezi
kornea 6demi mevcut olan ge¢ baslangicl FED tanisi konan “merkezi kornea é6demi”
grubu olarak siniflandiriimistir. Klinik galisma baslamadan énce 10 saglikli génull
Uzerinde faz 1 calismasi ydrutilmds ve 7 gin boyunca ginde 6 kez uygulanan
Y27632'nin hicbir sistemik veya lokal yan etkiye neden olmadigini dogrulanmistir.
Daha sonra 8 gozun hastalikl endotel tabakasi transkorneal dondurma yontemiyle
soyulduktan sonra 7 giin boyunca ginde 6 kez Y-27632 igceren g6z damlasi ile tedavi
edilmistir. Hicbir hastada tedaviye bagh GIB artisi veya baska bir komplikasyon
saptanmamistir. Santral kornea 6demi olan 4 gbézin hepsinde 6 ay sonunda korneal
6demde gerileme saptanmis ve aralarindan birinde belirgin kornea saydamligi ve
goérme keskinligi artisi saglanmistir. Diffiz kornea 6demi olan gozlerde ise anlamli
iyilesme saptanamamistir (136) Bu durumun diffiiz kornea 6demi olan gozlerde yeterli
sayida saglam periferik endotel hiicresinin bulunmamasindan kaynaklandi§i ifade
edilmistir. Yeterli saglam periferik endotel hiicresi olan gbzlerde ise Y-27632'nin hiicre
proliferasyonu ve yara iyilesmesini uyardigi disunulmektedir. Bahsedilen 6ncu klinik
calisma, ozellikle FED mevcut hastalarin, keratoplastiye alternatif olarak transkorneal
dondurma/ROCK inhibitérii g6z damlasi tedavisi uygulanmasi konusunda cesaret
vermektedir.

Kinoshita ve arkadaslar tarafindan yapilan bagka bir klinik ¢alismada ise 11
psodofakik billléz keratopati tanili hastanin santral hasarli DM ve endotel tabakasi
mekanik olarak ¢ikarildiktan sonra donér korneadan elde edilmis IKEH'ler Y-27632 ile
muamele edildikten sonra tim hastalarin é6n kamarasina uygulanmis ve 3 saat
boyunca ylzustli pozisyon verilmistir. Hicre enjeksiyonundan 24 hafta sonra,
spekiiler mikroskobik incelemede, tedavi edilen 11 géziin 11'inde istenilen IKEH
yogunlugu (>500 hiicre/mm?) elde edilmis olup ortalama 1924 hiicre/mm?
saptanmistir. islem 6ncesi ortalama kornea kalinigi 743 pym (637 ila 964) iken
islemden 24 hafta sonra yapilan degerlendirmede ortalama 549 pym saptanmistir ve
11 gdziin 10’unda istenilen kalinhk (<630 pm) elde edilmistir. islem sonrasi 24.
Haftada 11 gézun 9'unda en iyi duzeltiimis gérme keskinliginde iki satir veya daha
fazla 6nemli bir iyilesme elde edilmistir. Calisma sonuglari 2 yil gegmesine ragmen
gegcerliligini korumaktadir (74) Bahsedilen galisma karsilastirma yapilacak kontrol
grubu barindirmamasina karsin Y-27632’nin hicre proliferasyonunu ve yara
iyilesmesini in vivo uyardigini gosteren onemli bir insan ¢aligmasidir.

Bu calismada RKI-1447'nin IKEH proliferasyonu, yara iyilesmesi ve ROCK

aktivitesinin baskilanmasi acisindan Y-27632'den daha potent oldugu gdsterildi.
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Halihazirda Y-27632’nin etkinligi in vitro ve in vivo calismalar tarafindan
desteklenmektedir. Mevcut durumda Y-27632, kalici kornea endotel yetmezligi
tedavisinde potansiyel bir tedavi ajani olarak gorulmektedir. Bu bulgular
dogrultusunda Y-27632’den daha potent ve daha spesifik bir ROCK inhibitéri olan
RKI-1447 kalici endotel yetmezligi tedavisinde gelecek vaat etmektedir. Yine de RKI-
1447°nin endotel yetmezligi tedavisinde etkinliginin ve Y-27632'nin etkinligine olan
Ustinldgandn  kanitlanmasi icin ileri in vitro ve in vivo c¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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6. SONUCLAR

Gunumuzde kalici kornea endotel yetmezliginin tek tedavisi penetran ya da
kismi kalinlikli kornea naklidir. Her ne kadar yeni tekniklerle bu cerrahilerin
komplikasyonlari azalmis olsa da kiresel donér yetersizligi blyUk bir sorun olmaya
devam etmektedir. Bu sorunun asilmasi i¢in hiicre temelli yaklagimlarin arastiriimasi
hiz kazanmaya baslamistir. Bu tedavilerin basinda gelen ROCK inhibitérlerinden Y-
27632'nin birgcok calismada etkinligi gdsterilmistir. Bu ¢alismada ise daha 6nceden
IKEH Uzerine etkinligi bilinmeyen ROCK inhibitérii olan RKI-1447’nin iKEH (izerine
etkinligi ilk kez arastirildi ve ayrica daha énceden etkin oldugu bilinen Y-27632 ile

karsilastirildi.

1. Bu calismada ROCK inhibitérii olan Y-27632 ve RKI-1447’nin IKEH'lerde
hicre proliferasyonunu artirdi§i saptandi.

2. RKI-1447’nin hicre proliferasyonunu Y-27632'den daha fazla uyardigi
saptandi.

3. Y-27632nin IKEH yara iyilesmesini ilk 24 saatte artirmis olsa da 48
saatte kontrol grubundan farkli olmadigi anlasildi.

4. RKI-1447’nin hem 24 saatte hem de 48 saatte IKEH yara iyilesmesini
hem kontrol grubundan hem de diger ROCK inhibitort Y-27632’den daha
fazla uyardigi gosterildi.

5. Y-27632 ve RKI-1447'nin ROCK-2 seviyesi ve aktivasyonunu belirgin
olarak baskiladigi saptandi.

6. RKI-1447'nin ROCK-2 aktivasyonunu Y-27632’den daha fazla baskiladigi
ve Y-27632'nin ROCK-2 seviyesini RKI-1447’den daha fazla baskiladigi
saptandi.

7. RKI-1447'nin ROCK aktivitesi inhibisyonu, IKEH proliferasyonu ve yara
iyilesmesinde Y-27632’den daha etkin oldugu gosterilmistir.

8. Bu noktada endotel yetmezligi tedavisi igin RKI-1447’nin, Y-27632’den
daha etkin potansiyel bir ajan olabilecedi dugunulebilir. Ancak, bu
konunun tam olarak aydinlatiimasi icin ROCK inhibitéri RKI-1447’nin
IKEH Uzerine etkilerinin incelendigi in vitro ve in vivo ¢alismalarin

devamina ihtiya¢ vardir.
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