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1. GIRiS

NA*/K* ATPaz (Na* pompasi, NKA) kardiyak glikozidler igin
bilinen tek integral membran resept6ridir. NKA'nin primer gorevi, hiicre igi
ylksek K* diizeyini ve distk Na* diizeyini saglamaktir'. Ozellikle Xie ve
ark.’nin yaptigi ¢alhsmalarda, uvabainin NKA’ya baglanarak enzimin iyon
pompalamasini inhibe etmesi diginda, disik dozlarda da enzimin kismi
inhibisyonuna neden olarak, cesitli hicre i¢i sinyalleme mekanizmalarini

aktive ettigi vurgulanmistir®.

1991’de Hamlyn ve ark.1 insan plazmasindan bitki kaynakli
uvabainden ayirt edilemeyen bir bilesik izole etmislerdir. Bu kesiften sonra
endojen uvabainin etki mekanizmasini arastirmak Gzere yapilan g¢alismalar
6nem kazanmistir. Endojen uvabain memeli plazma, adrenal bez ve
hipotalamusunda gdsterilmis olan sodyum pompasinin uzun sureli ve iyi

bilinen bir inhibitéradar.

Uvabainin yiksek ve distk dozlarda farkli etkilere sahip oldugu
distnulmektedir. Uvabain, endotel hlcrelerinde yiksek konsantrasyonlarda

toksik etkiler olustururken, diisiik dozlari antiapoptotik etkinlige sahiptir®.

Uvabainin SH-SY5Y ndroblastoma hicrelerinde, HUVEC'te,
C7-MDCK ve PAEC’te doz-bagimli sitotoksik etkilerini gésteren calismalar
yapilmistir’®. Orlov ve ark. 3uM 24 saat uvabain uygulamasi ile hiicrelerin
yaklasik %80’inin substratumdan ayrildigini gdsterirken®, Trevisi ve ark.
100nM uvabainin, serum yoksunlugunda indiklenen apoptozise karsi
koruyucu bir etki gdsterdigini vurgulamislardir®.



Hicre ici bircok sinyalleme mekanizmalarina aracilik eden
kiicik G proteini Rho'nun, memelilerde en az 10 (yesi bulunmaktadir®'°.
1990’larin ortalarinda bu UOyelerden olan Rho’nun iki efektéri tanimlanmigtir
12 Bunlar ROKa/ROCK Il ve ROKPB /ROCK | (Rho kinazlar)dir'""'®. Rho
kinazlarin kan basinci homeostazi, diz kas kontraksiyonu, hicre
proliferasyonu, hiicre adezyonu, migrasyonu ve inflamatuvar cevabi da igceren

cok sayida 6nemli fizyolojik fonksiyonlara katildigi gosterilmistir'*.

Diger taraftan her iki ROCK izoformunun da apoptoziste énemli
role sahip oldugu gésterilmistir. ROCK |, kaspaz 3 aracilikli kesilme ile aktive
olurken; ROCK Il, granzim B araciligi ile kesilerek aktive edilmektedir'>"’.
Aktif formlar, apoptotik hicrelere spesifik olan membran tomurcuk (bleb)

olusumuna aracilik etmektedirler.

Literatirde Rho/Rho kinaz yolagdi ve hicre-hiicre adhezyonu ve
hiicrelerin substratumdan kopmasi (detachment) Gzerinde cesitli ¢calismalar
bulunmaktadir. Rho A sinyalleme yoladinin aktivasyonunun, hicre-hlcre
adhezyonunu azalttigi gdsterilmistir'®. Diger taraftan Noren N. K ve ark.
hicre-hiicre adhezyonunda O6nemli roli olan katherinlerin de Rho A

aktivitesini énledigini bulmuslardir'®.

HUVEC’te yapilan bir baska calismada ise, katherin ailesinden
olan T-katherin aktivasyonunun, hicre polarizasyon ve adhezyonundaki yeri
incelenmiglerdir. T-katherinin, endotel hicrelerinde indikledigi morfolojik ve
hiicre iskeleti organizasyonundaki degisikliklerin Rho A/ROCK yolagina bagli
oldugu gosterilmistir®®.



Uvabain ve Rho kinaz Uzerindeki bu c¢alismalar, uvabain ile
gbzlenen hlcrelerin  kopmasi ve aponekrotik hicre  élimlerinin
mekanizmasinda Rho kinaz enziminin 6nemli bir roli olabilecegdini
distindUrmektedir. Bu tez kapsaminda yapilan calismalar ile bu hipotez
sinanmaya galisiimigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicre Oliimleri ve Apoptozis

Hlcre Olimlerinin  nekrozis (nekroz), apoptozis, anoikis,
eksitotoksisite ve otofaji olmak Uzere farkli sekiller ile gergeklestigi
bilinmektedir.

Nekroz, patolojik olaylar sonucu gelisen hiicre 6lum seklidir.
Hlcre hasarini  olugturan travma, hlcre kanlanmasinin dolayisiyla
oksijenlenmenin  bozulmasi, enfeksiyon gibi nedenlere bagh olarak
gerceklesir. Organeller siser; hlcre sinirlari belirgin héale gelir ve bunlarin

sonucu olarak hicrenin buttinligd kimyasal ve yapisal olarak bozulur.

Nekroz, disardan gelen hasarla plazma membraninda olusan
degisiklikler sonucu olusur. Nekrotik hlicre, sisme ve plazma membraninin
yikilmasi sonucunda sitoplazmik igerigi disaridaki doku araligina salar.
Hlcrenin nekrotik artiklari inflamatuar hicreleri dokuya ¢ekerek bu dokunun
pargalanmasina yol acar ve bu, inflamasyon olarak bildigimiz tablonun

olusmasina neden olur.



Pro-apoptotik Yutulma Temizleme
uyari

2490

MNekroz

sindirim

Sekil 1: Nekroz ve apoptoz arasindaki farkin sematik gosterimi'’.

Bir cesit apoptozis olan anoikis, epitel ve endotel hilcrelerin

ekstraselliiller matriksten ayriimalari sonucu olusan &lim seklidir®".

Eksitotoksisite ise sinir hiicrelerinin hasar gérdiginde glutamat
ve benzeri substratlar tarafindan éldurtlmesidir. Patolojik durumda yiksek
dizeyde bulunan glutamat NMDA reseptérine baglaninca hicre icine asiri
miktarda Ca*® girisi gerceklesmektedir. Hiicre icindeki Ca*? proteaz ve
endonikleaz gibi enzimleri aktive eder. Bu enzimler de hlcrede bulunan

yapilara hasar verir ve 6lim gergeklesir.



Otofaji (otofagositoz), hicrenin yaslanmis ve bozulmus

yapilarinin, hticrenin kendi lizozomu tarafindan sindirilmesidir.

2.1.1. Apoptozis

Apoptozis Yunanca bir kelime olup (apo=-den/-dan ve
ptosis=diismek) ilk kez Kerr ve ark. tarafindan tanimlanmistir?’. Apoptozis,
gelismis organizmalarda hicreler arasi iligkilerin gereg@i olarak gereksinim
duyulmayan ve fonksiyonlari bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden

programh lGmudar.

Enerji bagdimli olan apoptozis morfolojik degisimlerle kendini
gosterir. Ik 6nce hiicre kigllir; niikleusta kromatin yogunlasir ve DNA
parcalanir. Bu DNA pargalari hiicre zari ile kaplidir (apoptotik cisimcikler) ve

ortamdan cevredeki hiicreler tarafindan fagositozla uzaklastirilir®® (Sekil 2).

Apoptozis, yasamin her asamasinda gelisir ve normal doku
homeostazinda dnemli bir rolii vardir®®. Apoptozis kaspazlarin aktivasyonu ile
sonlanir. Kaspazlar sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid
bagini kirarlar. Apoptozis iki farkh yolakla olusabilir. Hicre ylzeyindeki 610m
reseptOrlerini kullanan ekstrinsik (dig) yolak spesifik 6lim sinyallerinden
sorumludur. Buna zit olarak intrinsik (i¢) yolak endoplazmik retikulum ve
mitokondri aracili sinyalleri icerir™2*. Her iki yolakta da kaspaz 3, 6, 7'yi
iceren kaspazlarin aktivasyonu s6z konusudur.



Morfoloji Aktin Hiicre Iskeleti
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Sekil 2: Apoptozisle degisen hiicre morfolojisi ve aktin hiicre iskeleti yaplsﬂn. 1.

Normal 2. Erken apoptosiz 3. Tomurcuk olusumu 4. Ge¢ apoptosiz 5. Fagositozla
apoptotik cisimciklerin yutulmasi

Ekstrinsik yolakta, Fasl ve timd&r nekroz faktér (TNF) a gibi 61Um
ligandlari reseptorleri ile birlestiginde kendilerine dogal olarak bulunan FADD
(Fas associated death domain)® ve TRADD (TNFR associated death

domain)®® ile etkilesime gecerler. FADD ve TRADD prokaspaz 8'i
aktiflestirerek kaspazlarin kaskad seklinde aktivasyonlarini baglatirlar. Aktive

kaspaz 8 indirekt olarak prokaspaz 3’0 aktiflestirir ve sitoplazmik proteinler



kesilir; ayrica nikleer DNA fragmantasyonlari olugur. Ayrica kaspaz 8 Bid'i
aktive ederek indirekt olarak mitokondriye de sinyal gdnderir. Bid
mitokondriye transloke olur ve Bax ve Bak‘l aktive ederek sitokrom c

salinimina neden olur®’2°.

Ekstrinsik yolalk intrinsik yolak
TNF. FasL Oksidanlar, DN A hasan,
l toksinler, hipolsi, vs.
Olitm reseptirleri [Bml. Bim, Nix, vs.j

: ;
Eavms) — @) — 69 )

|

Miatokondin p— BolX
253

| ™\

ones]

XIAP

Apoptozom

Substrat kesilnes:
ve dlin

Sekil 3: Kaspaz aktivasyonunun intrinsik ve ekstrinsik yolaklari'”.



Bircok hdcre tipinde sitokrom ¢ bagimli apoptozis sonucu aktive
olan kaspaz 9, intrinsik apoptozis yolaginda kaspaz 3 aktivasyonunun
gerceklesmesi icin birincil yoldur. intrinsik yolakta mitokondri éliim sinyallerini
iletmede ve yikseltgemede 6nemli role sahiptir. Apoptotik uyarim ile intrinsik
yolagin aktivasyonu tam ¢6zilememistir. Ama Bcl-2 ailesinden Bid, Bad, Bim,
Nix gibi proteinlerin, kaspazlarn aktive ettigi bilinmektedir. Proapoptotik etkili
Bax ve Bak mitokondriden sitokrom c¢ salinimini ayrica Smac/DIABLO ve
Omi/HtrA2 salimini saglarlar. Bu durum Bcl-2 ailesinden anti-apoptotik etkili
olan Bcl-2 ve Bcl-X, tarafindan antagonize edilir. Mitokondiriden sitokrom ¢
salimindan sonra, sitokrom ¢ APAF-1’e baglanir ve onu aktive eder, sonra
ATP’nin bu yapiya katilmasiyla apoptozom adi verilen kompleks bir yapi
olusur. Bu yapi inaktif olan pro-kaspaz 9'u aktif kaspaz 9a donustirdr.
Kaspaz 9 da kaspaz 3’0 aktive eder. Bu yolak, Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2
ile inhibe edilebilen kaspaz inhibitéri (IAP) ile antagonize edilebilir. Aktif
kaspaz 3, kaspazla aktiflesen deoksiribontkleaz inhibitériint inaktiflestirir.
Bdylece kaspazla aktiflesen deoksiribonitklez inhibitdéri serbestlesir ve
apoptozisin  gb6stergesi olan kromatin  kondensasyonu ve DNA

fragmantasyonu olusur.

2.2. Na*/K* ATPaz ve Fonksiyonlari

P tipi ATPaz ailesinden olan NA'/K* ATPaz veya Na*
pompasi ilk defa 1957°de Skou tarafindan tanimlanmistir®®. Na* pompasi tim
memelilerde bulunan, elektrolit ve sivi dengesini saglayan bir proteindir.
Pompa, ATP hidrolizinden elde ettigi eneriji ile her ¢ sodyum iyonunu hlicre
disina pompalarken, iki potasyum iyonunu da hucre igine pompalamaktadir.
Proteinin hicrenin i¢cine dogru cikinti olusturan tarafinda sodyum iyonlarinin
baglanmasi icin U¢ reseptér bdlge bulunur. Dis tarafinda ise potasyum



iyonlari icin iki reseptér bdlge vardir. Tasliyici proteinin i¢ tarafina G¢ sodyum
baglandigi zaman proteinin ATPaz fonksiyonu aktiflesir. Bu enzim ylksek
enerji tastyan ATP’yi parcalar ve onu ADP’ye ddnustlrir. Enerjinin agiga
¢ctkmasi ile tasiyici protein molekilinde konformasyonel degisiklik olusur ve
sodyum iyonlarinin hicre digina ¢ikmasi, potasyum iyonlarinin hicre igine

girmesiyle pompalama olayi gerceklesir.

Enzim a, B ve FXYD olmak Uzere (i¢ alt tiniteden olusur®'.
alt Unitesi enzimin katalitik alt Gniti, B alt Uniti de enzimin regulatér alt
(nitidir*®3. o alt (initesi ~113 kDa ve B alt uniti 55 kDa molekl agirhgina
sahiptir®*%. insanda a alt Gnitin dort (a1 az, oz ve ag), B alt tnitin tic (B1, B2 ve
Bs3) ve FXYD’nin ise 7 izoformu (FXYD1, FXYD2, FXYD3, FXYD4, FXYD5,
FXYD6, FXYD7) bulunmustur®®®”. ay izoformu bircok dokuda bulunurken, az
izoformu beyin, kalp, damar sistemi ve iskelet kaslarinda bulunmaktadir. ag
izoformu néronal dokularda ve vaskuiler diiz kas hicrelerinde ayrica bazi
hayvanlarda kalpte de bulunmaktadir. a4 izoformuna ise testislerde ve olgun
spermlerde rastlanilmistir®®. B1 ve B2 alt (niteleri memeli hiicrelerinde

predominantken, Bsizoformu sadece Xenopus’larda bulunmaktadir®.

a alt Unitesi enzimin taglyici ve katalitik 6zelliklerinden sorumiu

36,40,41 ,42. B alt

olup ATP ve kardiyak glikozidlerin baglanma bdlgesine sahiptir
Unitesi enzimin, potasyum ve sodyum afinitesine kargi modullasyonu ve a
polipeptidin plasma membranina gegisini kolaylastirmak icin a polipeptidin
stabilizasyonundan sorumludur®®4*#*, Ugiincli komponent ise farkli hiicrelerin
spesifik ihtiyaglari igcin Na+, K+ aktif transportunun kinetik &6zelliklerini

diizenleyerek Na+, K+-ATPaz fonksiyonunu modiile eder *°.
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Ozelikle Xie ve ark’min yapti§i calismalarda iyon
pompalamanin yanisira Na*/K* ATPaz'in hiicre i¢ci kompartmanlara sinyal
ileten cesitli protein kompleksi icinde de goérev aldigi bilinmektedir (Sekil 4).
Na*/K* ATPazin bu fonksiyonunun a alt Unitesinde bulunan spesifik
baglanma boélgelerinden kaynaklandigi bilinmektedir®®. Na*/K* ATPaz ve
proteinlerin etkilesimi Na*/K* ATPaz aracili sinyal iletiminde énemli bir role

4748 Yapilan analizler insan Na*/K* ATPaz oy alt Unitesinin iki

sahiptir
potansiyel protein baglanma bdlgesinin oldugunu géstermistir. N-terminaldeki
protein baglanma bdlgesinin gelisimi uvabain baglanma yerlerine uygun
oldugundan dolayi, uvabainin bu bdlgeye baglanmasi, uvabainin enzimin
ATPaz aktivitesini reglle etmek disinda etkilerinin oldugunu da géstermistir.
Yani bu baglanma bdélgesinin gelisimi Na*/K* ATPaz'in ekstraselliiler uvabain
sinyalini iletmesine neden olmustur*®. Uvabainin NA*/K* ATPaz’a baglanmasi
Src kinaz/MAP kinaz ve PKC’nin aktivasyonlarina neden olmaktadir. Ayrica
Src kinaz aktivasyonu reaktif oksijen tarlerinin mitokondride Uretimi artirmakta
ve hilcre ici Ca™ konsantrasyonunu da reglle etmektedir. Uvabainin
indukledigi sinyal transdiklemesi enzimin iyon pompalama inhibisyonundan

bagimsiz gerceklesmektedir™® .

11
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Mitokondri

Sekil 4: Na*/K* ATPaz sinyalleme mekanizmalarinin sematik gosterimi'™.

Na* pompasinin a alt Gnitesinde bircok protein icin baglanma
bélgeleri bulunmaktadir. Bu proteinler: PI3K (posfo-inozitol-3 kinaz)®', 1P3
(inozitol 1,4,5-trifosfat)®®, 14-3-3 (14-3-3 protein)®®, Ankirin®**°, Kaveolinler®

% (Sekil 5). Enzimin bu proteinlerle etkilesmesi

ve AP2 (adaptér protein 2)
Na'/K* ATPaz'in iyon pompalamasi disinda, enzimin sinyal iletici olmasini da

etkilemektedir.
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Sekil 5: Na*/K* ATPaz alt Ginitelerinin sematik gosterimi'”. a, (kirmiz1), 1 (mavi), FXYD1
(yesil) izoformlarinda major ligand baglanan bolgeler gosterilmistir.

Azalmis Na® pompa aktivasyonunun apoptozisi indiikledigi de
bilinmektedir. iyon dengesi, 6zellikle K* iyonu dengesindeki degisimler

apoptozis regilasyonunda etkilidir*”*°

. Hucreler apoptozise girdiklerinde
100mM olan hiicre ici K* diizeyleri 30-50 mMa kadar dismektedir®'®*.
Uvabain uygulanan hicrelerde de hiicre i¢i K* miktarinin %50-80’inin

kaybedildigi gdsterilmistir®'©°,

Hlcre kdltiriinde yapilan arastirmalar Na®/K* ATPaz'in
inhibisyonu sonucu hucrelerin  birbirinden ve substratindan ayrildigini
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gb6stermistir. Uvabainin pompayi inhibe etmesi, protein tirozin kinazlarin ve
ekstrasellller sinyal-reglle eden kinazlarin aktivasyonuna, fosforilasyonun
derecesinde degisimlere, okludin ve E-katherin gibi adhezyon molekullerinin
degredasyonuna neden olarak hiicre yapismasini engellemektedir®®®’.
MDCK hicrelerinde vyapilan bir baska calisma da Na“/K* ATPaz'in
ekstrasellller B4 alt Gnitesinin hiicre-hicre adhezyonu igin gerekli bir basamak

oldugunu gdstermistir®® (Sekil 6).

Sk Badlanma

B-katenin a-katenin

M-gilikanlar
F-aktin

E-katheri .
Anen [-katenin

Lektin #

a-katenin

M-gilikanlar

Lektin ¢

F-katenin

_ E-katherin
a-katenin

Sekil 6: Hucrelerin birbirine yapistigi noktalarda Na'/K* ATPaz B, alt Unitesinin
glikolizasyonunun pompa stabilizasyonundaki roliinii gosteren model®.
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2.3. Kardiyak Glikozidler

18. yy’da William Withering’in Digitalis Purpurea bitkisini
konjestif kalp yetmezligi tedavisinde kullanmaya baslamasindan bu yana
kardiyak glikozidler bilinmektir®®. Dijitallerin etkisinin mekanizmasi, 1953'te
Schatmann’in kardiyak glikozidlerin sodyum pompasinin spesifik inhibitérleri”
ve plazma membranlarindaki  NA'/K* ATPaz'in da dijital reseptorleri

oldugunu bulmasindan sonra ortaya ¢cikmistir®.

1960’larin sonunda memeli kardiyak kasinda Na*/Ca** degis
tokuscusunun bulunmasi ile kardiyotonik steoidler tarafindan sodyum
pompasinin inhibisyonu sonucu hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonundaki artis
aciklanmistir’'. Sonug olarak kardiyak kasinda pozitif inotropi olugsmaktadir.
Kardiyak glikozidler digoksin ve uvabain gibi bitki kaynakl, bufalin ve
marinobufagenin gibi vertebra kaynakhdir.

Kardiyomiyosit plazma membranlarinda sodyum pompasinin o
izoformu daginik hélde bulunmasina ragmen ay ag izoformlari, membranin
endoplazmik  retikuluma  yakin  taraflarinda  bulunmaktadir. Bu
plazmarezomlarda ayni zamanda Na*/Ca** degistokuscusu da yer
almaktadir. Na* pompasinin a, ve o3 izoformunun inhibisyonu sitozolik Na*
konsantrasyonunda ve dolayli yoldan da Ca*™* konsantrasyonunda degisiklige
neden olur. Bu durum Ca™ sinyalleme ve endoplazmik retikulumun Ca™
iceriginin modulasyonunu etkiler. Sonug olarak glikozidlerin pozitif inotropik
etkileri ortaya gikar "%
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2.3.1. Endojen Kardiyak Glikozidler ve Endojen Uvabain

1953 yihinda memelilerde endojen glikozid regulatérlerinden
bahsedilmistir’®. Ayni yillarda glikozidlerin NKA'ya yilksek afinite ile
baglandigi ve enzimi inhibe ettigi bulunmustur’®. Daha sonra yapilan
calismalar  bilinmeyen natriliretik hormonlarin kan basinci, plazma tuz
konsantrasyonu regiilasyonunda etkili olabilecegi tizerine gerceklesmistir’®.
Bu arastirmalar normal ve patofizyolojik durumlarda NKA regllasyonunda
endojen faktdrlerin roli olabilecegini gdstermistir. Memeli kaninda NKA
baglanan ve onu inhibe eden uvabaine benzer dijital benzeri bilesiklerin
(DBB) varhigi ilk kez 1991°de Hamlyn ve ark.’lari tarafindan gdsterilmistir’™ " .
Ik tamimlanan bilesik uvabainin streoidal izomeridir”®. Endojen uvabainin
hormonal stimillasyon sonucu adrenal kortexde sentezlendigi bilinmektedir”®.
Esansiyel hipertansiyonda endojen uvabain plazma seviyesi %30-%45
civarinda arttigindan®®, kardiyovaskiiler sistemde NKA inhibisyonunun
hipertansiyona neden oldugu dogrulanmistir. Ayrica hem sigir hem de insan
plazmasinda glikozidlerin taginmasinda gérevli spesifik glilozid baglayan bir

protein de tanimlanmistir®’82,

Uvabainin disik dozda (1-100 nM) NKA’nin ag alt Gnitesini,
ylksek dozda (= 1 uM) a; alt Unitesini inhibe ettigi bilinmektedir®.

Daha sonra insan plazmasinda digoksin, insan katarakt
lenslerinde 19 nor bufalin84, insan plasentasinda 3B-hidroksi 14a 20:21-
bufenolit72, insan plasentasinda Proscillaridin  A85, akut mikokard
infarktlsiinden sonra insan idrarinda marinobufagenin86 ve son olarak
bdbrek yetmezligi olan hastalarin  plazmasinda telocinobufagin87

tanimlanmistir (Sekil 7).

16



{Cuahain Digoksin Prosillaridin A

19-norbufalin 3p 14 20:21-

Bufenolit

Sekil 7: insan dokularinda tanimlanan dijital benzeri bilesiklerin yapisi'’.

Dijital benzeri bilesiklerin kan basinci regulasyonu, Kkalp
kontraktilitesi ve ritim regulasyonu, hicre blyamesi, farklilagsmasi ve
adhezyonu gibi sistemik etkileri ve NA*/K* ATPaz'in inhibisyonu, NA*/K*
ATPaz endositozunun sitimullasyonu, hicre ic¢i sinyalleme yolaklarinin
sitimilasyonu, sitoplazmik Ca™ osilasyonunun aktivasyonu gibi molekiler

etkileri vardir.

Ozellikle uvabainin NA*/K* ATPaz'a baglanmasi Src kinaz/MAP

kinaz ve PKC’nin aktivasyonlarina neden olmaktadir. Uvabainin indukledigi
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sinyal transdiklemesi enzimin iyon pompalama inhibisyonundan bagimsiz
gerceklesmektedir®.

Uvabainin kaspaz aktivasyonu ile olusan apoptotik etkisinin
yanisira kaspaz bagimsiz olarak gelisen nekrotik toksisitesi bulunmaktadir.

Vaskuller diz kas htcrelerinde serum yoklugu, starosporin ve
okadoik asitle olusturulan apoptozis sonucu 1-2 saat ©6nce uvabain
uygulamasinin  kaspaz-3 aktivasyonunu ve DNA fragmantasyonunu
engelledigi gérUlngtUrBB. Bu inhibisyonun oubainin 6n kosullama etkisinden
kaynaklandigi distnilmektedir.

Orlov ve ark. PAEC’te uvabainin Na+/K+-ATPaz ile etkilesimi
sonucu hucrelerin [Na+]i/[K+]i-bagimsiz mekanizma ile nekroza gittigini,
K+'suz besiyerinde ise bu inhibisyonun [Na+] arttirmasi araciligiyla

apoptozise karsi koruyucu bir etki gdsterdigini vurgulamislardir®.

Diger bir deneysel calismada Orlov ve ark. uvabainin neden
olabilecegi hiicre 6limUnin Src kinaz/MAP kinaz ve PKC’nin aktivasyonlarina
bagl olup olmadigini arastirmislardir. C7-MDCK hcrelerine 3uM 24 saat
uvabain uygulamasi ile hlicrelerin yaklasik %80’inin substratumdan ayrildigini
gbstermislerdir’. Ras sinyalleme inhibitdrlerinin, PI3K (wortmannin), MAPK
ERK1/2 kinase (PD98059), tyrosine kinases (genistein) ve aktivatorlerinin (4-
PMA, 8-Br-cAMP, 8-Br-cGMP, forskolin) hiicre 6limine etkilerinin olmadigini

vurgulamislardir®.
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Son olarak Orlov ve ark. C7-MDCK 6 saat 3uM uvabain
uygulamansinin  NKA’nin yaklasik 9%50’sinin internalizasyonuna  neden
oldugunu géstermislerdir®. K*suz besiyerinde ise uvabainin indikledigi
NKA’nin internalizasyonunun inhibe edildigini ama 18 saatte gb6rllen
sitotoksik etkisini etkilemedigini belirtmislerdir®.

Kobaylarda yapilan bir ¢calismada uvabain ve digoksinin letal
dozunun %50-60’Inin apoptozisin géstergesi olan mitokondriden sitokrom ¢
salinimini, prokaspaz 9 ve prokaspaz 3 aktivasyonunu, periferal nikleer
kromatin kondensasyonunu ve DNA fragmantasyonunu indikledigini

gOstermistir®®.

DlUsUk dozda uvabainin bébrek hulcrelerinde NF-kB’yi aktive
ederek serum yoksunlugu sonucu indiklenen apoptozisi 6nledigi

gorilmistir®.

SH-SY5Y néroblastoma hicrelerine 10 nM uvabain uygulamasi
hicre sayisini % 20, 4gin 1 yM uvabain uygulamasi ise hicre sayisini %75

azaltmistir’.

Sitoplazmik Ca™ degisimleri intrasellller sinyalizasyonu,
enzimlerin aktive olmasini, protein etkilesimlerini etkilemektedir. Oubainin de
nM konsantrasyonlarda Ca** osilasyonunu indtiklemektedir®'. Ayrica oubainin
neden oldugu Ca*™ osilasyonu kalsiyum badimh NF-kByi de aktive

etmektedir.
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Ren YP ve ark.1 HUVEC (insan umbilikal ven endotel hiicreleri)
kiltirinde yaptiklari ¢calismada uvabainin fizyolojik konsantrasyonlarda (0.3-
0.9 nmol/L) hicre proliferasyonuna neden oldugunu, buna karsilik patolojik
konsantrasyonlarda (0.9-1.8 nmol/L) hicre 6luminUd  indUkledigini
gostermislerdir®.  Uvabainin  gen  ekspresyonu  {zerine etkilerini
incelediklerinde de hticre proliferasyonu ve farkhlagmasi ile ilgili olan protein
kinaz (NM_002737) ve protein fosfotaz (NM_014225) gen ekspresyonlarinda
artis oldugunu belirlemislerdir 8.

Diger yandan Trevisi ve ark.’1 HUVEC’te yaptiklar ¢alismada
100nM uvabainin antiopoptotik etkili oldugunu, bu etkinin de PI-3K ve ERK
aktivasyonu ile iliskili oldugunu vurgulamislardir®. Elde ettikleri bulgular
kaspaz-3 aktivasyonu ve apoptozisle sonuglanan blylime faktéri ve serum
yoksunlugunda, uvabainin HUVEC Uzerinde antiapoptotik ajan olarak gérev

aldigini géstermistir®°,

Dijital benzeri bilesikler PI3K®', Src®¥, Akt® ve ERK® gibi
kinazlari up-regule ederler. Bu kinazlardan bazilari paralel sinyal
transdiikleme yolaklarini aktive ederler'®. Bu yolaklar NF-kB% ve AP-1'01.102
gibi hucresel ve fizyolojik mekanizmalarda rolU olan transkripsiyon faktérlerini
aktive ederler.
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2.4. Kicuk G Proteinleri ve Rho/Rho Kinaz Yolagi

2.4.1. Kiicik G Proteinleri

Molekller biyolojide yapilan son calismalar kicik GTP-bagli
proteinlerinin (G proteinleri) hiicre i¢i sinyalleme yolaklarinda énemli role
sahip oldugunu géstermistir. G proteinleri (20-35 kDa) hticre farklilagsmasi,
boélinmesi, hicre iskeletinin kontroll gibi ¢esitli hlicresel olaylarda goérev alir.
Tam G proteinleri aktif GTP-bagh form ile inaktif GDP-bagli formda bulunur.
GEFs (guanin-nikleotid-degistirici faktdrler) ve GAPs (GTPaz aktive eden
proteinler) proteinleri bu dénguyl reglle ederler. GEFs GDP’yi GTP’ye
degistirerek aktif formu, GAPS ise yavas intrinsik GTPaz aktiviteyi stimile
ederek inaktif formu dizenler (Sekil 8).

GAPs

YO ¢

GEFs

Taktf" c

Sekil 8: G proteinlerinin aktif ve inaktif formlari arasindaki dongii'™
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G proteinleri Rho, Ras, Rab, Sarl/Arf ve Ran ailelerinden
olusur'®. Ras ailesinin Rap, Ral ve Reb, Rho ailesinin Rho (A’dan E’ye ve G
izoformlari), Rac (1’den 3’e izoformlari), Cdc42 ve TC10 olmak Gzere Uyeleri
belirlenmistir'®. Rab, Ran ve Arf proteinleri vezikiller ve niikleo-sitoplazmik
tagsimadan, Ras ve Rho proteinleri ise ekstraselliler uyaran gibi cesitli

sinyalleme aginda rol alirlar'®.

2.4.2. Rho/Rho Kinaz Yolagi

Rho hicrede GTP-bagl aktif form ile GDP-bagh inaktif formda
bulunur. Rho A, Rho B ve Rho C (toplam Rho olarak bilinir) ayni aminoasit
sekanslarina sahip oldugundan bunlarin hiicre ici hedefleri de benzerdir'®,
Rho proteinleri gen ekpresyonunu ve aktin hicre iskeletini kontrol eden
sinyalleme yolaklarinda etkilidir'®. Rho bagimli yolaklar, Rho inhibitérii olan
ve clostridium botulinum’dan elde edilen Cs transferaz toksini kullanilarak

incelenmistir.

Rho kinazlar (ROCK’lar) Rho’nun ilk effektorleri olarak
kesfedilmistir. ROCK, ROCK | ve ROCK Il olmak Uzere iki izoforma sahiptir.
1990’larin ortasinda ilk olarak Rho kinaz a''/ ROK o'?ROCK II"® izole
edilmistir. ROCK’un diger izoformu ise Rho kinaz B''/ ROK B'?/ ROCK I

olarak tanimlanmisgtir.

2.4.2.1. Rho Kinazlarin Yapisi

ROCK, 160kDa molekll agirhgina sahip, serin/treonin protein
kinaz aktiviteli Rho-baglanan protein olarak tanimlanmigtir. Rho kinaz N-
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terminal bdlgesinde bulunan katalitik (kinaz) bélge, orta bélimde bulunan
kivrilmig-kiviim  (coiled-coil) bélge ve C-terminal bdlgesinde bulunan,
sisteince zengin (SZ) bélgeden olusan plekstrin-homologu bdlge olmak Gizere
3 ana bélgeden olusur (Sekil 9). Rho kinazin Rho-baglanan bdlgesi (RBB)
kivrilmis-kiviim  bélgenin C terminalinde lokalize olmustur ve GTP-bagli
Rho’nun bu bdlgeye baglanmasi ile Rho kinazin aktivitesi artmaktadir.

ROCKI

176 336 460 1068

1354
NH, — [ Kinaz ( REBB 7 PH %[:l—cocm
|

Kivrilmis-kivrim

ROCKII

192 354 452 1102 1388

e, — [ Kinaz { RBB 7 PH 913'000"'
| |

Kivrilmig-kiviim

Sekil 9: ROCK | ve ROCK II'nin molekiiler yapisi

Rho-kinazin her iki izoformu kinaz bdlgesinden %92, tim amino
asit diziliminden %65 benzerlik géstermektedir'%®1%.
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2.4.2.2. ROCK Aktivitesinin Diizenlenmesi

ROCK oto-inhibitdr etkiye sahiptir'®. inaktif formda ROCK’un C-
terminal PH bdlgesi ve RB bdlgesi, kinaz bdlgesi ile etkilesim icindedir. Enzim
bu etkilesimle oto inhibitér halka olarak sekillenir. Kinaz bélgesi yaklasik 300

aa uzunlugunda ve serin/treonin protein kinaz aktivitesine sahiptir''°.

ROCK aktivitesi ¢esitli mekanizmalarla reglle olur. Enzimin

106,107,111

kinaz aktivitesi Rho baglanmasindan sonra artar . Kivrilmig-kivrim

bblgesinde lokalize olan RBB yaklasik 80 aa uzunlugunda olup, Rho A, Rho
B, Rho C gibi yalnizca aktif durumdaki Rho GTPaz'larla etkilesim icindedir''2.
RBB ve GTP baglh Rho’nun etkilesimi, ROCK’un inhibitér karboksi terminal
bdlgesi ile katalitik bdlgesi arasindaki etkilesimi bozar. Rho iki farkl bélgeden
enzim ile etkilesmektedir (Rho A’nin 23-40 ve 75-119 aa sekanslarindan)''®.
Rho/ROCK yolagi ekstraselluler uyarana bagli olarak aktive olur. Rho bagimli
ROCK aktivasyonu hicre tipine bagh olarak kontraktilitede, hicre
permeabilitesinde, migrasyonda ve proliferasyonda degisiklige ve apoptozise

neden olabilir.
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Sekil 10: ROCK aktivitesinin regiilasyonu'”’.

Arasidonik asit (AA)"'* ve sifingosilfosforilkolin (SPC)'"® gibi lipit
mediyatdrleride PH bdlgesi ile etkileserek ROCK’lari Rho’dan bagimsiz olarak
aktive edebilir. Hucresel dizeyde AA veya SPC/ROCK yolaklarinin
aktivasyonu diiz kas hicrelerinde Ca*?® duyarlihigini arttirmaktadir'™>'®.
P13,4,5P; ve PIl4,5P, gibi inozitol fosfolipidler de enzimin PH bdlgesi ile

etkileserek ROCK II'yi aktive etmektedir'"”.

ROCK, inhibitér karboksi terminal bdélgesinin proteolitik olarak
ayriimasi ile de aktive edilebilir. Apoptozis suresince kaspaz 3 ROCK [
DETD1113 bolgesinden parcalayarak aktive eder'®'®. Diger yandan sitotoksik
lenfosit grandliin indikledigi hicre 6limU boyunca proapoptotik enzim olan
granzim B insan Rock II'sini IGLD1131’den parcalayarak aktif hale getirir'’.
Ayrica endotel hiicrelerinde insan ROCK II'si trombine cevap olarak kaspaz 2

118

aracili pargcalanma ile aktif hale gelebilir . Fakat pargcalanma bdlgesi

aydinlatilamamisgtir.
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Enzimin N-terminal bélgesi diger substratlarla (Ornegin Rho E)

etkilesimde ve enzimin kinaz aktivitesinde énemlidir.

Pozitif regllatérlerinin yani sira, ROCK’'un negatif regulatérleri

de tanimlanmisgtir.

Yapilan arastirmalar diger kiglk GTP bagli proteinlerin
ROCK’larin negatif regulatoért olarak fonksiyon gérdigind kanitlamistir. Gem
ve Rad ROCK’a baglanip enzimi inaktive etmektedir''®. Gem, ROCK | aracili
MLC ve MLC fosfatazin fosforilasyonunu inhibe etmektedir; buna karsin Rad
ROCK II'nin indikledigi cevaplari inhibe etmektedir''®. Diger kiiglik G proteini
olan Rho E ise ROCK | inhibitdrii olarak tanimlanmistir'®. Rho E, ROCK [I'in
N-terminal bdlgesine baglanarak, fiziksel olarak kinaz aktiviteyi inhibe
etmektedir. Gem ve Rad hiicra iskeletine bagl olarak bulunurken'?"'?2, Rho
E golgi ile iligkilidir'®. Y27632 ve fasudil gibi ROCK inhibitérleri enzimin kinaz
bélgesine baglanir ve ROCK | ile ROCK II'yi benzer potenslikte inhibe

ederler'®125,

Kaspaz 3/ROCK yolagr c¢esitli hicre tiplerinde, apoptotik
uyarana bagli olmaksizin membran tomurcuk olugsumunda &nemli role
sahiptir'>'®. Rho/ROCK'?®'%’ granzim B/ROCK II'” veya kaspaz 2/ROCK II'"8
gibi ROCK aktivasyonu ile gerceklesen apoptozis ¢ogunlukla hicre tipine

ve/veya apoptotik uyarana baghdir.
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2.4.2.3. ROCK Ekspresyonu ve Lokalizasyonu

Hem ROCK | hem de ROCK Il insan, si¢an ve fare dokularinda

ekprese olmaktadir'®-108.111.128

. ROCK Il beyin ve kas dokusunda fazla
eksprese olurken, Rock | bdbrek, karaciger ve testislerde eksprese
olmaktadir. Hem ROCK | hem ROCK Il vaskiiler diiz kasta ve kalpte eksprese
olmaktadir. Erken fare embriyolarinda gelisen kalpte ROCK | kuvvetli
eksprese olurken, ROCK Il her yerde dagilmis sekilde bulunur'?®. ROCK | ve
ROCK Il dinlenme periyodunda sitozolde bulunurken Rho aktivasyonu ile
membrana transloke olur'®”. ROCK Il hiicre béliinmesi sirasinda cleavege

130 131

furrowslarda'™, stress liflerinde ve vimentin aracih filament aginin

olusumunda lokalize olurken, ROCK I'in sentrozomlarla ko-lokalize oldugu

gOsterilmistir'>2.

2.4.2.4. ROCK’un Substratlari

Hem ROCK | hem ROCK Il serin veya treonin rezidulerinden

cesitli proteinleri fosforiller. ROCK’lar substratlarini R/KXS/T veya R/KXXS/T

amino asit sekanlarindan fosforile eder'®*'%* (

R: arjinin , K: lizin, S: serin, T:
treonin, X: herhangi bir amino asit). ROCKlar otofosforile olup'® kendi
fonksiyonlarini  modlle  edebilir. 20'den fazla ROCK substrati

tanimlanmistir'®>1%.

Birgok substrat igcin ROCK’'un sadece bir izoformu (genelde
Rock II) test edilmistir. Ama katalitik bélgelerinden %92 benzerlik gdsteren
ROCK | ve ROCK II'nin farkli substratlar fozforilledigine dair kanit yoktur.

Buna karsi sadece ROCK I, Rho E’ye baglanip onu fosforile etmektedir'®'.
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ROCK'un ilk belirlenen hedefleri miyozin hafif zincir (MLC)'%8'3°
ve miyozin hafif zincir fosfatazin miyozin bagl alt uniti (MYPT1)dir'3810.141,
ROCK dogrudan MLC (zerinden ya da dolaylh olarak MLC fosfatazi inaktive
ederek MLC fosforilasyonunu artirabilir. Artmis MLC fosforilasyonu
aktomiyozin kontraktilitesinde de stimiilasyona neden olur''"*21% ROCK Il

8

Ca** bagimsiz olarak MLC'yi in vitro'™® ve in vivo™* fosforile eder. Bu

fosforilasyon MLC’yi MLC kinazin MLC'yi fosforilledigi  rezididen

gerceklesmektedir (serin 19)'%8,

MLC ve MYPT1 disinda aktin hlcre iskeleti regtlasyonunda
etkili ROCK substratlari da vardir. Bunlar CPI-17 (Shi 2006-63), kalponin'*,
LIM kinazlar'*®, ezrin/radiksin/moesin (ERM)'’, adusin'*®, sodyum-hidrojen
degis tokuscusu (NHE1)'*® ve ZIP kinaz'*%dir.
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Alct'nin Olim reseptir —————Aktomiyozin
inaktivasyonu elkspresyonu kontraksiyonm
Intrinsik Ekstrinsik Hiicre adezyonunun  *Membran cepcik olusumu
yolak kay *Niikleer disintegrasyon
\ / * Hiicresel fragmantasyon
Kaspaz kaskat

Sekil 11: Apoptotik sinyallemelerde potansiyel ROCK hedefleri'™

Bircok Rock substrati hiicre 6lim ve yasayabilirligi ile iligkilidir.

Apoptotik hicrelerde artmig MLC fosforilasyonu ve aktomiyozin
kontraktilitesi plazma membran tomurcuk olusumunu regile eder'®'. Farkli
hicre tiplerinde kaspaz 3 aracih ROCK | aktivasyonu, MLC
fosforilasyonundaki artistan sorumludur'®'®.
(PTEN) yeni tanimlanan ROCK substratidir'®2. ROCK tarafindan fosforillenen

PTEN’in fosfataz aktivitesi artmaktadir. PTEN proteinleri ve fosfoinositleri

Fosfotaz ve tensin-homolog

defosforile eder. Ayrica hicre yasayabilirligini de iceren gesitli biyolojik
olaylarda énemli rollere sahip olan fosfatidil inozitol (PI) 3-kinaz/Akt yolaginin

da negatif regiilatoradir '
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HEK hdcrelerinde ROCK aktivasyonu ile indiklenen PTEN Akt
fosforilasyonunun rediiksiyonuna aracilik eder'®®™* Rediikienen PTEN
aktivitesi endotel hiicrelerinde'® ve kardiyomiyositlerde’* ROCK

inhibisyonunun koruyucu etkisine aracilik edebilir.

DUz kas hucrelerinde ROCK’un insilin reseptdér substrat 1
(IRS1) sinyallemesini ve PI3- kinaz aktivasyonunu negatif olarak reglle ettigi
gosterilmistir'®®. Buna zit olarak ROCK adipositlerde, kas hiicre killtiirlerinde
ve izole soleus kasinda ROCK‘un IRS?1i fosforilledigi ve PI3- kinaz
aktivasyonunun buna bagli olarak arttigi gdsteriimistir'®>’. ROCK PI3-kinaz/Akt
yolaginin hem pozitif hem de negatif regtlatéradar.

Son olarak Raf 1 bulunmayan embriyonik fibroblastlarda ROCK
Il aktivasyonunun ezrin fosforilasyonunun artmasi ile apoptozisi indikledigi

bulunmustur'®.

2.4.2.5. Morfolojik Apoptotik Olaylarin Diizenlenmesinde ROCK’un Rolii

ROCK hiicre kasilmasi, membran tomurcuk olusumu (blebbing),
nikleer disintegrasyon ve apoptotik hicrelerin apoptotik cisimciklere
fragmantasyonu gibi apoptozis de meydana gelen morfolojik olaylarda
etkilidir.

2.4.2.5.1. Membran Tomurcuk Olusumu

Apoptozis; salm, membran tomurcuk olusumu ve

kondensasyon olmak (zere U¢ bdélimden olusur. Salm bdéliminde 6élen
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hicre ekstrasellller matriksle baglantisini kaybeder; tek basina yuvarlak bir
hal almaya bundan sonra membranda tomurcuklar olusmaya baslar.
Membran tomurcuk olusumundan sonra kondensasyon bdlimUinde hlcreler
ya tek bir apoptotik cisime kondense olurlar ya da birden ¢ok apoptotik
cisimciklere parcalanirlar. Plazma membran tomurcuklarinin olusumu MLC
fosforilasyonu ve aktomiyozin kontraksiyonu ile regiile olur’®'. Membran
tomurcuklarinin ve apoptotik hicrelerin reglilasyonunda kaspaz 3 aracili
ROCK | kesilmesi ve aktivasyonunun réli ilk kez anti-Fas antikoru
uygulanmis  jurkat  hdcrelerinde  ve  TNFa-uygulanmis  NIH3T3te
916 Kaspaz 3 aracih ROCK | aktivasyonu, MLC
fosforilasyonunu  ve aktomyozin kontraktilitesini artirdigi igin membran

gbsterilmistir

tomurcuk formasyonunda gerekli ve etkilidir'™'®. Tomurcuk olusumunda bu
yolagin énemi daha sonra cesitli hicre tiplerinde apoptotik uyarandan

bagimsiz olarak gosterilmistir'>® 14,
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TNFa TNFa + Tat-C3 TMNFa +Y27632

TNFa - +

Sekil 12: Apoptozis siiresinde ROCK bagimli membran tomurcuk olusumu (A) ve
kaspaz aracili Rock | kesilmesi (B)15. (PARP: bilinen kaspaz substrati)

Bazi apoptotik durumlarda Rho bagimli ve kaspaz bagimsiz
ROCK aktivasyonu ile de membran tomurcuk olusumu gerceklesebilir 126127,

Bu siirecte hem ROCK | hem de ROCK Il etkili olabilir.

Bunun disinda sitotoksik lenfosit grandllerinin  indUkledigi
apoptoziste sadece ROCK Il granzim B aracili kesilme ile aktif hale gelebilir.
Aktif hale gelen ROCK Il kazpas 3 aktivasyonundan bagimsiz olarak

membran tomurcuk olusumunu indikleyebilir'”.
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2.4.2.5.2. Apoptotik Hiicrelerin Fragmantasyonu

Apoptozisde hiicre kendini apoptotik cisimciklere paketler. Bu
sekilde hlcre icerigi disari salinamaz. Bu apoptotik cisimcikler komsu
hicreler tarafindan fagositozla uzaklastirilir'®, Apoptotik hiicreler fagositoz
icin bircok degisime ugrar. Bunlar nikleer fragmantasyon, membran
tomurcuklarinin icine  DNA pargalarinin  yeniden lokalizasyonu, hicre
kicUlmesi ve/veya apoptotik cisimciklere hilcrenin  fragmantasyonu
seklindedir. Ayrica hucreler ylzeylerinde fagositik belirtecler eksprese
ederler. ROCK aktivasyonu ve MLC fosforilasyonu DNA’nin fragmante olup
tomurcuk ve apoptotik cisimcikler icine yerlesmesinde' oldugu kadar NIH3T3
hiicrelerinde apoptotik niikleer disintegrasyonda da gérevlidir'®®. ROCK
aktivitesi ve aktomiyozin kontraksiyonu, apoptozisin ileri fazinda bulunan
hicrelerde endoplazmik retikulum formasyonuna ve kromatin igeren

tomurcuklarin olusumuna eslik eder'.

Y27632 ile elde edilen ROCK inhibisyonu ile apoptotik COS-7
ve PC12 hicrelerinde apoptotik hiicrelerin fragmantasyonu énlenmis ve golgi
fragmantasyonu bloklanmistir'®”'®®, ROCK bagimli bu olaylar aktomiyozin

kontraksiyonu ile iligkilidir'®”:®,

COS-7 hicrelerinde yapilan bir bagka calismada, apoptoziste
gbrulen apoptotik cisimciklere fragmantasyon ROCK inhibitérleri (Y-27632 or

H-1152) uygulamasi ile  &nlenmistir'®®.

Kaspazlardan tarafindan ROCK |
kesilip aktive olurken ROCK Il aktive olmamistir. Olen hicrelerin
fragmantasyonunu siRNA knock-down ROCK | inhibe ederken, siRNA

knock-down ROCK Il inhibe etmemistir.
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Bunun yani sira ROCK, aktomiyozin kontraksiyonundan
bagimsiz olarak fagositik belirteclerin membran ylzeyinde ekspresyonunu
kontrol etmektedir'®’. Y27632 varliginda apoptotik hiicreler daha geg fagosite
edildiginden bu durum ROCK’un 6lU hlicrelerin fagositoz icin hazirlanmasinda

onemli role sahip oldugunu gostermistir'®’.

Yalniz Y27632 varliginda o6len Jurkat hacreleri inhibitér
yoksunlugunda 6len hiicrelerle ayni etkinlikte makrofajlar tarafindan fagosite
edildiginden'®®, 6l0 hicrelerin fagositoz icin hazirlanmasinda ROCK’un
6neminin hicre tipine ve/veya apoptotik uyarana gére degismekte oldugunu

gOstermistir.

Bu bulgular ROCK’un apoptotik hicrelerin fragmantasyonunda

6nemli role sahip oldugunu ortaya koymustur.

2.4.2.5.3. Apoptotik Hiicrelerin Fagositozu

Dokularda apoptotik hicrelerin yok olusu makrofajlarin ve
komsu hicrelerin bu hiicreleri fagosite etmesiyle gergeklesir.

Son calismalar apoptotik hdcrelerin  temizlenmesinde, aktin
hicre iskeleti regulasyonu Gizerinde roli olan Rho ve ROCK'un etkili oldugunu

gOstermistir'¢%170,

Apoptotik htcrelerin  yutulmasi sirasinda Rho aktivitesinde
azalma goérilmustir'’®. Rho aracili sinyallemenin inhibisyonu da apoptotik
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hicrelerin uptake’ini guglendirdigi icin Rho’nun, bazal fagositozisi negatif
olarak etkiledigi bilinmektedir. Yutulma CUzerinde bu inhibitér etkinin birinci
sorumlusu  ROCK olarak gosteriimektedir'”®.  Apoptotik  hiicrelerin
yutulmasinda Rho/ROCK’un negatif etkisi komplement reseptér ve Fc

reseptdr aracili fagositozlarda farklilik géstermektedir.

Apoptotik  hlcrelerin  fibroblastlardan ve  makrofajlardan
degredasyonu sirasinda Rho/ROCK/ERM sinyalleme yolagr fagozomlarin

olgunlasmasina eslik etmektedir'®.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Uvabain (Sigma)

Y27632 (Sigma)

Bisinkoninik asit (Sigma)

Bakir slfat

Tris HCI (Merck)

Temed (Amresco)

% 30 Akrilamid/Bis (Bio-Rad)
Amonyum persulfat (Amresco)
Bromofenol mavisi (Sigma)
B-merkaptoetanol (Sigma)
Glisin (Merck)

Tween 20

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Bio-Rad)
Metanol (Merck)

Nitroselliloz membran (Bio-Rad)
PVDF membran (Bio-Rad)
Yagsiz sut tozu (Pinar)
Antikor ROCK 1 (BD)

Anti Mouse (Pierce)

Anti Rabbit (Pierce)

ECL (Amersham Biosciences)
X-Ray Film (Agfa)



Developer-Gelistirici (Kodak)
Fixer-Sabitleyici (Kodak)

PBS (Gibco)

Fetal Sigir Serum Gold (PAA)
Kollajenaz Type Il (Gibco)
Jelatin (Sigma)

Medium199 Earles 10X (Gibco )
Glukoz (Sigma )

HEPES (Gibco )

NaHCO3 (%7.5 w/v) (Merck)
Penisilin-Streptomisin (Gibco )

1 N NaOH

L-Glutamin 200mM (Sigma )
Paraformaldehit (Sigma )

Triton X-100 (Merck )
Rhodamine-Phalloidin (Sigma )
DAPI (Sigma)

Slow Fade Anti Kit (A) (Invitrogen )

3.1.2. Kullanilan Aletler

Hassas terazi (Shimadzu)

Mikropipet (Eppendorf Research)
Vortex (Firlabo)

Bicakli Homojenizatér (IKA)
Supersonic Homojenizatér (SONICS)
Santrif(j (NUve)

Su banyosu (NUve)



Plak okuyucu (Platereader)
Calkalayici (IKA)

Isitict (FALC)

Elektroforez Tank (Bio Rad)
Elektroforez Tank (Invitrogen)
Tank Blot (Invitrogen)

Tank Blot (Bio Rad)

Laminar Akimli Kabin

CO, Etlvl (Sanyo)

Faz Kontrast- Floresan Mikroskop (Leica)
Mikroskop Kamerasi (Leica DFC 420C)

3.1.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

Homojenizasyon Cézeltisi
Tris-HCI

NaCl

EGTA

EDTA

DTT

Roche

NaF

%8’lik SDS-Polyakrilamid Jel
dHO

%30 Akrilamid

1.5M Tris (pH 8.8)

%10 SDS

50 mM

400 mM

2 mM

1 mM

1 mM

0.5 tablet/100ml
1mM

2.3 ml
1.3 ml
1.3 ml
0.05 ml
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%10 APS

Temed

Ust SDS-Polyakrilamid Jel
dH0

%30 Akrilamid

1M Tris (pH 6.8)

%10 SDS

%10 APS

Temed

10x YUrGttcl Tampon Sistemi

Tris Baz

Glisin

SDS

pH 8.3’e ayarlanir.

Elektroforez Cozeltisi
dH-O

10xYUrGtdct Tampon Sistemi

Transfer Cozeltisi
dH-O
Metanol

10xYUrGtdct Tampon Sistemi

0.05 ml
0.003 ml

4.76 ml
1.04 mi
0.39 ml
0.065 ml
0.050 ml
0.005 ml

250 mM
2M
%0.1

900 ml
100 ml

800 ml
100 ml
100 ml
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Ornek Tampon Sistemi (Laemmli)

%10 SDS 20 ml
Sukroz 259
Bromofenol mavisi 0.25¢

Cozelti 0.5 M tris (pH 6.8) ile 45 ml'ye tamamlanir. Cézelti 1ml’lik hacimlerde
béliinir ve -20 °C’de dondurulur. Kullanim éncesi 1 ml'lik hacimlere 110 ul B-
merkaptoetanol eklenir ve karistirilir.

TBS-T
Tris Baz 3.03 ¢
NaCl 89

Kati maddeler 11t dH>O’da ¢dzillr ve pH 7.4’e ayarlanir. Daha sonra 11t igin
¢cbzeltiye 1 ml Tween-20 eklenir.

1x PBS :

- PBS 10x 100 ml
- Steril dist. H20 900 ml
- Glukoz 29

- Gozelti laminar akimli kabin iginde 0.2 um filtreden gegirilip, falkonlara
balinir ve -20°C de saklanir.

Kollajenaz Type Il:

- 0.2 g kollajenaz tartilip 100 ml PBS’de oda isisinda ¢ézilir.

- Alimunyum folyoya sarilip pH 7.4’e ayarlanir (1 N NaOH ile).

- Elde edilen %0.2’lik ¢bzelti laminar akimli kabin i¢inde 0.2 pum filtreden
gecirilir ve 10 ml'lik falkonlara boliintip -20°C’de kadar saklanir.
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Medium199 Earles 10X: (Stok Kaltir Ortami)

- M199 10X 10 ml

- Steril dH20 90 ml

- Gozelti laminar akimh kabin i¢cinde hazirlanir, 50’lik falkon tiplerine bdlindir,
+4°C’de saklanir.

- Hazirlanan Medium199 Earles 1X “tam besiyeri” hazirlamada kullanilir.

Tam M199:

- Glutamin 0.2 M 1ml
-HEPES 1M 1,5 ml
- NaHCO3 %7.,5 (w/v) 1,8 ml
- Penisilin-streptomisin 1 mi
- Fetal sigir serumu 10 ml

- Tim bu miktarlar steril behere konur tGzerine 100 ml'ye tamamlanacak kadar
M199 stok eklenir, 50’lik falkon tliplerine béliinip 1 haftaya kadar +4°C’de

saklanabilir.

Paraformaldehit:

1g paraformaldehit tartilir ve Gizerine 10 ml dH,O ilave edilir. 60°C‘de isitilir.
Uzerine 1 damla 1 M NaOH ilave edilir ve bilylik bir kismi eriyene kadar
iIsitmaya devam edilir. Stok 0.2 um’lik filtreden sitzdlir. % 10’luk
paraformaldehit stok ¢ozelti elde edilir. %10’luk stoktan 2 ml alinip tzerine 8
ml PBS konulursa % 2’lik 10 ml ¢dzelti elde edilir.

Triton X-100:

100 pl triton x100 alinir ve 100 ml'ye PBS ile tamamlanir. Elde edilen triton %
0.1’liktir.
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Rhodamin-Phalloidin:

1 mg stok rhodamin-phalloidin 1 ml DMSO’da ¢6zulir. Isiktan korunmasi igin

aliminyum folyoya sarilir. Stoktan 250 ul alinarak Uzerine 4750 ul PBS ilave
edilir. 50 pg/ml konsantrasyona sahip ¢ozelti elde edilir.

DAPI:
1 g DAPI 5000 pl dH2O ile ¢odzllir. Buradan 5 pul alinir ve 10 mlye
tamamlanir. Elde edilen ¢ézelti konsantrasyonu 0.1 pg/ml’dir.

3.2. YOntem

3.2.1. Endotel Hiicre Kiltlir

insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC), insan umbilikal
kord veninden Baudin ve ark’nin tanimladigi sekilde'’", kollajenazla
enzimatik disagregasyon sonucu izole edilip %10 fetal sigir serumu (FBS)
iceren “Tam M199” besiyeri ile flasklarda ve lama Kkiltire edilmistir.

Galismada primer hiicre kulttrt kullaniimistir.

izolasyon su sekilde gergeklestiriimistir; dogumdan sonra alinan
gbbek kordonu steril kosullarda Krebs-Henseleit ¢dzeltisi icinde tasinmistir.
Laminar akimli kabin icinde steril 6 numara beslenme katateri, umbilikal ven
icine dénddrilerek yerlestirilir. Onceden su banyosunda 37°C'’ye getirilen 1x
PBS 20cc’lik enjektdre gekilir ve kanll yardimiyla damar yavas yavas yikanir.
Bu sekilde kirmizi kan hicreleri venden uzaklastiriimig olur. Farkl bir enjektor
37°C’ye kadar isitilmis % 0.2'lik kollajenazla doldurulur ve damara verilir.

Kollajenaz diger taraftan akmaya basladiginda damarin alt ucu baglanir.

42



MUmkin oldugu kadar kollajenazin damara verilmesi saglanir. Ven iyice
kollajenazla sisirildikten sonra kanll takili ugta baglanir. Kord blylk petri
kabinda inkUbatére konur ve 10 dk. beklenir. Kollajenazla inkiibasyondan
sonra 20 cc'lik enjektdre 37°C’deki PBS ve “tam M199 besiyeri” 1:1 oraninda
karistirilarak cekilir ve damar laminar akimh kabin icinde yikanarak 50ml’lik
falkona igerik toplanir. Toplanan icerik 15ml'lik falkonlara egsit miktarlarda
bolustarilir ve oda 1sisinda 1500 rpm’de 10 dk santrifijlenir. 10dk sonunda
laminar akimli kabin iginde falkonlardan stpernatantlar atilir. Falkonlardaki
pelletler "tam M199 besiyeri” ile pipetlenerek restispande edilir. T-25 flask’a
toplam hacim 5ml olacak sekilde ekilir. Flask kapagi gevsetilerek inklbator
icine konulur. Flask 37°C’de %95 hava %5 CO; bulunan ortamda inkiibe
edilir. 1 gun inklbatérde bekleyen flask, besiyeri ertesi gin degistirilir
(besiyeri gekilir, 37°C’deki 5ml PBS ile yikanir ve 37°C’de taze besiyeri
konur). Bu sekilde flaska yapismayan hucreler uzaklastiriimis olur. Besiyeri
degisimi  sonrasi mikroskop altinda hdcrelerin  ylzeye yapisip
yapismadiklarina bakilir. Kaltirler ganlik olarak kontrol edilir. Besiyerinin
rengi ve morfolojisi ile hiicrelerin yogunlugu gdézlenir. Hicrelerin tutunduklar
ylzeyi kaplayana kadar 2 gunde bir “tam M199 besiyeri” ile besiyeri degisimi
yapilir.  YUzeyi kaplayan hicreler morfolojik olarak parke tasi gérinimi

sergilemektedirler.

Dokudan izole edilen endotel hicreleri kabin ylGzeyini %100
tabaka seklinde kapladiktan sonra deneye alinmigtir. Hicreler farkli dozlarda
uvabain ve Rho kinaz inhibitéri olan Y27632 ile inklbe edilmis ve Western-
Blot yéntemi ile gesitli protein ekpresyonlarina bakilmistir. Ayrica uvabain
uygulanmis hicrelerde immunofloresan boyama da yapilimigtir. Flasklarda
klltire edilen endotel hicrelerine zaman ve doz badiml ila¢ uygulamasi
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sonucu, hicreler faz kontrastta morfolojik olarak incelmis ve hicrelerin

fotografi cekilmistir.

3.2.2. Faz Kontrast Mikroskobi

T25 flasklara ekilen hicreler, ekilen alani tamamen kapladiktan
sonra flasklara ila¢ uygulanmistir. ilag inkilbasyon silresinden sonra
hicrelerin 3-8 flasktan en az 3 farkh alanda faz kontrastta fotograflari
cekilmistir. Cekilen fotograflarda daha sonra tomurcuklu hiicre, ylzen hicre
ve tutunan hicreler sayilmistir. Hlcre sayilar toplam hicre sayisinin %’si
olarak hesaplanmistir.

3.2.3. Floresans Mikroskobi

Hlcre izolasyonundan &énce lam, hlcrelerin yapismasi igin
%1’lik jelatin ile kaplanir. 8 cukurlu lamin igine 500pL %1’lik jelatin
¢cbzeltisinden konur ve 40 dk. laminar akimli kabin igcinde tutulur. 40 dk.
sonunda cgukurlardan jelatin ¢ozeltisi cekilir ve 40 dk. daha beklenir. Daha
sonra restspande edilmis hlcrelerden esit hacimde cukurlara konularak ekim

gerceklestirilir.

8 cukurlu lama ekilen hiicrelere ila¢ uygulamasi sonucu floresan

isaretleme yapilimigtir.



Tablo 1: Lama ila¢ uygulamasinin gésterimi. Lamin 2, 4, 6 ve 8. ¢ukurlarina 10uM
Y27632 uygulanir. 30 dk. inkiibasyondan sonra lamin 3, 4, 7 ve 8. ¢ukurlarina 10uM
uvabain uygulanir ve 16 saat inkiibasyon gerceklestirilir.

1 2 3 4

10uM Uvabain
Kontrol 10uM Y27632 | 10uM Uvabain +
10puM Y27632

10uM Uvabain
Kontrol 10uM Y27632 | 10uM Uvabain +
10puM Y27632

Lamin 2, 4, 6 ve 8. gukurlarina 10uM Y27632 uygulanir. 30 dk.
inklbasyondan sonra lamin 3, 4, 7 ve 8. gukurlarina 10pM uvabain uygulanir
ve 16 saat inkiibasyon gerceklestirilir. llag inkiilbasyon sonrasi lamin her
cukuru 2 kez 500ul soguk PBS ile hafif calkalanarak yikanmistir. Hlicreler %
2’lik taze hazirlanmis 500ul paraformaldehit ile oda sicakhdinda 15dk fikse
edilmistir. Fiksasyon sonrasi her bir gukur 4 kez 500ul PBS ile yikanir.
Hucreler 500ul % 0.1 Triton X-100 ile 5 dk. permeabilize edilir. Daha sonra 3
kez 500ul PBS ile yikanir. Hicreler 50ug/ml rhodamine-phalloidin ile 40dk
oda sicakliginda boyanir. 40dk sonrasinda htcreler 3 kez 500ul PBS ile
ylkanarak baglanmamigs falloidin uzaklastinlir. NUkleik asitler de boyanmak

isteniyorsa DAP| boyamaya gegilir. Hicreler yikandiktan sonra hazirlanan
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0.1ug/ml konsantrasyona sahip DAPI ¢bzeltisinden 250ul hicreler Gzerine
ilave edilerek oda isisinda 5dk boyunca boyama gerceklestirilir. DAPI
boyama sonrasi hiicreler 500ul PBS ile 3 kez yikanir. Yikama sonrasi 8’li
cukurlu lamin kenarlari g¢ikartilir; Slow Fade Anti Kit (2xlik sollsyon filtre
edilmis distile su ile 1:1 oraninda dilGe edilir) ile kapatilir. Lamin 2 gukuruna
1’er damla prolong anti fade damlatilir. 45° aci ile lamel lamin (izerine
kapatilir ve kurumaya birakilir. Preparatlar floresan atagsmanli Leica DMIL
mikroskobu ile incelenerek Leica DFC 420C kamera ile kaydedilmistir. F-aktin
ve DAPI géruntlleri Photoshop CS2 programi ile birlestiriimistir.

3.2.4. KiltUre Hicrelerden Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Belirlenen dozlarda ve zamanda uvabain ve Y27632 uygulanan
hiicreler flasktan 2 ml medyum ile kazinir. igerik 2ml'lik eppendorflara alinir ve
900g’de 10 dk. oda sicakliginda santrifj edilir. Santriflj sonrasi eppendorftaki
sUpernatant atilir ve pellet 100ul 10mM HEPES, 0.32 M sukroz, 0.1 mM
EDTA ve 1/20 hacim fenil methanosulfonil fluorid iceren tamponda ultrasonik
homojeniztor kullanilarak homojenize edilir. igerik 10500 rpm’de 10 dk.
+4°C’de santriftj edilir. 10 dk. sonunda slpernantlar alinir ve —80°C’de

saklanir.

3.2.5. Protein Miktar Tayini

Santrifij sonrasi homojenatlarin total protein konsantrasyonu
Bisinkoninik Asit ydntemi kullanilarak yapilmistir. Ornekler 1:7 oraninda diliie
edildikten sonra plakanin her kuyucuguna 20ul olmak Gzere 2’serli olarak

konulmustur. Uzerlerine 1:50 oraninda karistirilmis %4 bakir silfat ve
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bisinkoninik asit karisimi ilave edilmistir. Plak 37°C’de 30 dk. bekletildikten
sonra 562nm’de okutulmustur. Sigir serum albimini standartlarina karsi
okutulan degerlerden hareketle 6rneklerin protein miktari hesaplanmigtir.

3.2.6. Western Blot

Rho kinaz ve kaspaz 3 protein ekspresyonlarinin belirlenmesi
Western blot yéntemine gére yapilimistir.

Protein miktar tayininden sonra &érnekler 1:1 oraninda Ornek
Tampon Sistemi (Laemmli) ile karistirilip ve 95-100°C’de 3 dk. kaynatiimigstir.
Denatlrasyon sonrasi hazirlanan jellere, hesaplanan esit miktarlarda
6rneklerden yikleme yapilmistir. Rock | icin %8’lik, kaspaz 3 igin ise %4-12’lik
kademeli SDS-polyakrilamid jel kullanilarak proteinlerin elektroforez iglemi ile

ayrimi saglanmigtir. Elekroforez 120V, 400mA’de 120 dakika yapilimigtir.

Proteinlerin transfer isleminde ROCK | igin nitrosellloz
membran (35 V, 350 mA, 60 dk.) , kaspaz igin ise PVDF membran
kullanilmistir (6V, 75mA, 20 dk.).

Her iki protein igin %5‘lik sit tozu kullanilarak 1 saat bloklama
islemi gerceklestirilmigtir.

%95’lik sit tozunda 1:500 dilisyonda monoklonal Rho kinaz
antikoru ve monoklonal kaspaz 3 antikoru hazirlanmis ve bloklama
sonrasinda membranlar gece boyunca +4C’de birincil antikorlarla
inkGibasyona birakilmigtir.
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Birincil antikor sonrasi membranlar %5‘lik sit tozunda 1:1000
dilisyonda hazirlanan enzim konjuge ikincil antikorla 2 saat boyunca inklbe
edilmistir (ROCK | igin anti-fare, kaspaz 3 icin anti-tavsan).

Antikorla inklbasyon sonrasi membranlar ECL c¢ozeltisi ile
muamele edilmistir. Membranda kemiliminesan olay sonucu olusan bantlar
karanlik odada x-ray filmine aktariimistir. Filmde olusan bantlarin bilgisayarda
“Scion Image” programi ile dansitometrik olarak miktar tayini yapilmigtir.

3.2.7. istatistiksel Analiz

Hlicre lizatlarindaki Rho-kinaz ve kaspaz 3 enzim
ekspresyonlarinin élgiminde Student ortalamalar arasi “unpaired” t testi,
coklu karsilastirmalarda ise tek yonli Varyans (ANOVA) analizi kullaniimistir,
ortalama = ortalamalarin standart hatasi seklinde ifade edilmistir. P < 0,05

dlzeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Endotel Hiicre Morfolojisi ve Hiicre Tutunmasi Uzerinde Uvabainin
Etkileri

4.1.1. Faz Kontrast Mikroskobik Bulgular

insan umbilikal ven endotel hiicrelerine 16 saat 10uM uvabain
uygulamasi hdcrelerin biyldk oranda zeminden ayrilmasina (detachment) ve
apoptozisin gdstergesi olan membran tomurcuk olusumuna neden olmustur.
Uvabain aracilikh bu etkiler Uzerinde ROCK'un rolini saptamak igin
hicrelere spesifik bir ROCK inhibitdéri olan Y27632 uygulanmistir. Uvabain
uygulamasi 6ncesi, hicreler 30 dk. boyunca 10uM Y27362 ile inkibasyonu,
tomurcuk olusumunu inhibe etmistir. Bu durum ROCK’un uvabain ile
indUklenen membran tomurcuk olusumunda etkili oldugunu
distndirmektedir. Endotel hicrelerine yalniz Y27632 uygulandiginda
hicrelerin kontrole gore faz kontrast gorUntlleri arasinda herhangi bir

morfolojik farkhlik belirlenmemistir (Resim 1).
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Resim 1: ila¢c uygulama sonrasi hiicrelerin faz kontrast gériintiileri. A: kontrol, B: 10uM Y27632, C: 10uM uvabain, D: 10uM
uvabain + 10pM Y27632 6n uygulama. 10uM uvabain inkiibasyonu apoptotik membran tomurcuklanmasini indiiklerken, 10uM
Y27632 6n uygulamasi bu etkiyi inhibe etmistir. Tomurcuklu hiicreler kirmizi okla, ylizen hiicreler mavi okla gésterilmistir.

(fotograflar X100 biiyiitme ile cekilmistir)
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Uvabainin hiicre tomurcuklanmasi Gzerindeki bu etkisi doz
bagimhdir. 10uM 16 saat uvabain uygulanmis endotel hUlcrelerinde
tomurcuklu hlcre sayisi % 48.41 £ 2.445 (n = 8) bulunmustur. Bu deger
uvabainle birlikte Y27632 uygulandiginda anlamli olarak azalmistir [ % 10.
34 +1.529 (n = 5)] (Grafik 1).
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Grafik 1: Uvabainin ve Y27632’nin 6n uygulamasinin tomurcuklu hiicre sayisina
etkisi. Uvabain doz bagimli membran tomurcuk olusumunu artirirken, Y27632 6n
uygulamasi uvabainin neden oldugu tomurcuklu sayisini azaltmistir. * Uvabain
uygulanmig ve kontrol gruplar arasinda, # 10pM uvabain uygulanmis ve 10uM
uvabain + 10uM Y27632 uygulanmis gruplar arasinda anlamli farklihk (p < 0,05).
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YUzen hicre sayisinda uvabain uygulanmis hicrelerde
kontrol gruba gb6re anlamh bir artig go6ralirken, Y27632'nin  6n
inkilbasyonu, uvabain uygulanmis gruba gbére ylzen hlicre sayisinda
anlaml bir degisiklige neden olmamistir (Grafik 2).

10.0+

7.5+

5.0+

2.5+

Yuzen Hicre Sayisi (toplam hlicreye gére %)

0.0

Kentrol Uva Uva Uva Y27 Uva+Y27
(0.1 M) (1 uM} (10 M) {10 uM) {10 pM+10 pM)

Grafik 2: Uvabainin ve Y27632’nin 6n uygulamasinin yiizen hiicre sayisina etkisi.
10um uvabain yiizen hiicre sayisini artirmistir. * Uvabain uygulanmis ve kontrol
gruplar arasinda anlaml farklilik (p < 0,05).

Uvabainin neden oldugu tutunmus hlcre sayilarindaki
anlamli azalis doz bagimhdir. 10uM uvabain, tutunmus hicre sayisini %
98.57 £ 0. 583 (n = 3)’ten, % 43.64 + 2.55 (n = 8)’e dUsUrmuUstlr. Y27632
6n uygulamasi 10uM uvabain uygulanan gruba gére tutunmus hicre

sayisini % 43.64 £ 2.55 (n = 8)’den, %83.18 £ 1. 09 (n = 5)’a cikartmistir
(Grafik 3).
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Grafik 3: Uvabainin ve Y27632’nin 6n uygulamasinin tutunmus hiicre sayisina
etkisi. Doz bagimli olarak uvabain tutunmus hiicre sayisini azaltmigtir. Y27632 6n
uygulamasi ise 10um uvabainin neden oldugu tutunmus hiicre sayisindaki azaligi
inhibe etmistir. * Uvabain uygulanmis ve kontrol gruplar arasinda, ¥ 10uM uvabain

uygulanmis ve 10pM uvabain + 10pM Y27632 uygulanmis gruplar arasinda anlamli
farkhilik (p < 0,05).

4.1.2. Floresans Mikroskobik Bulgqular

Uvabain uygulanmasinin hicre morfolojisinde ne gibi
degisiklikler olusturdugu ve bunun ROCK inhibisyonundan nasil
etkilendiginin belirlenebilmesi igin faz kontrast mikroskobisine ek olarak
floresans mikroskobisi de kullaniimigtir. Uvabain uygulanan hicrelerde
kontrole goére aktin liflerinde azalma ve belirlenebilen kopmus hiicrelerde
apoptotik tomurcuklanma olustugu gbzlenmistir. Yalnizca Y27632
uygulanan hucrelerde ise hicre igi aktin liflerinde belirgin azalmanin
yaninda hicrelerin genisledigi gorulmustar.
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Uvabain uygulanmadan o&nce Y27632 6n uygulamasi
uvabain aracilikli tomurcuklanmalarin inhibisyonuna neden olurken hticre
hacminde de belirgin azalmayla karakterize hicre blzilmesine neden
olmustur. Ayrica hicreler arasinda f-aktin liflerinden bir ag olusumuna
neden olarak hicrelerin bir arada tutulmasini sagladigi gdézlenmistir
(Resim 2 ve 3).
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Resim 2: Uvabain ve Y27632 uygulanan hiicrelerde aktin filamentlerin formasyonu
ve membran tomurcuk olusumu. Fikse edilen hiicreler F-aktin’e spesifik rhodamin-
falloidin, niikleik asitlere spesifik DAPI ile boyanmigtir. 10puM uvabain apoptozisin
gostergesi olan tomurcuklanmaya neden olurken, 10pM Y27632 6n uygulamasi
uvabainin bu etkisini geri cevirmistir. (fotograflar X400 biyitme ile cekilmistir)
(Fotograflar Adobe Photoshop CS2 programi ile birlestirilmistir.)
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Resim 3: Resim 2’deki birlestiriimis goriintilerden yakinlagtinimis alanlar. A:
kontrol, B: 10uM Y27632, C: 10pM uvabain, D: 10puM uvabain + 10uM Y27632 6n

uygulama. F-aktin bantlari sari ok, tomurcuklu hiicre kirmizi ok ve Y27632 6n

uygulamasinin neden oldugu ag olusumu yesil ok ile gésterilmistir.

4.2. Uvabainin ROCK | Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

ROCK’un aktin-miyozin kasilmasini kontrol etmesinden
dolayr membran tomurcuklanmasinin olusumunda énemli bir role sahip
oldugu bilinmektedir. Endotel hlcrelerine 16 saat 10uM uvabain

uygulamasi sonucu 130kDa molekdl agirligina sahip olan ROCK l'in aktif
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formunda kontrol grubuna gére anlamli bir artis gérilmusttr. Bu bulgular
uvabainin neden oldugu membran tomurcuklanmasinin olugsumunda,

ROCK TI'in aktivasyonunun rol oynadigini gdstermektedir.
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Kontrol Uvabain
Sekil 13: Uvabain uygulanmis ve kontrol grubu hiicre lizatlarindaki ROCK |
ekspresyonu. Temsili imminoblotlar (A). ROCK | ekpresyonu igin yapilan
dansitometrik analiz (B). Uvabain aktif ROCK | olusumunu artirmistir. * Uvabain

uygulanmis ve kontrol gruplar arasinda anlaml farklilik (p < 0,05).
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4.3. Uvabainin Kaspaz 3 Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Apoptozisin farkli sekillerde indiklenmesi, kaspaz 3’Un akitif
fragmentasyonuna neden olmakta ve aktif kaspaz 3 de, 160 kDa'luk inaktif
rock’'un 130 kDa’luk aktif formuna dénlismesine neden olmaktadir.

Uvabain uygulanmis hulcrelerde kaspaz 3 aktivasyonu ve
ROCK fragmentasyonun es zamanl gergeklesip gerceklesmediginin
belirlenmesi icin endotel hlcrelerine uvabain uygulanmis ve daha sonra
hiicre lizatlarinda western blot yéntemi ile aktif kaspaz formunun bulunup
bulunmadidi belirlenmeye calisiimistir. 16 saat 10uM uvabain uygulanmis
hiicrelerde aktif kaspaz 3 olusumunun kontrol grubuna gére anlamli olarak
arttigi belirlenmistir.
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Sekil 14: Uvabain uygulanmis ve kontrol grubu hiicre lizatlarindaki kaspaz 3
ekspresyonu. Temsili immiinoblotlar (A). Kaspaz 3 ekpresyonu igin yapilan
dansitometrik analiz (B). Uvabain aktif kaspaz 3 olugsumunu arttirmigtir. * Uvabain
uygulanmis ve kontrol gruplar arasinda anlamli farklilik (p < 0,05).
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda yapilan calismalarda, kronik uvabain
uygulamasina bagh hicre élimleri ve apoptozisin mekanizmasinda Rho

kinaz enziminin olasi roll incelenmisgtir.

Hem faz kontrast hem de floresan mikroskobik calismalar,
uvabainin endotel hicrelerinde apoptotik membran tomurcuk olusumuna
neden oldugunu gdstermistir. Spesifik bir ROCK inhibitdri olan Y27632 6n

uygulamasi tomurcuk olugumunu inhibe etmisgtir.

Tomurcuklu hiicre miktari sayisal olarak degerlendirildiginde,
uvabain (1uM ve 10uM ) uygulamasinin tomurcuklu hiicre sayisinda doz
badimh bir artisa neden oldugu belirlenmistir.

16 saat 10uM uvabain, hicrenin sustratumdan ayrilmasina
neden olmustur. Bu bulgu Orlov ve ark.* yaptigi calisma ile uyumluluk
gOstermektedir.

Vagin ve ark.®® ve Contreras ve ark.%%5”

nin yaptiklari
calismalar, Na'/K* ATPaz’'in inhibisyonu sonucu hiicrelerin birbirinden ve
substratumdan ayrildigini gdstermisti. Bu nedenle uvabainin Na*/K*
ATPaz’in inhibisyonuna neden olup hicrelerin substratumdan kalkmasi

sonucu apoptozisi indikledigi distndlebilir.

1uM ve 10uM uvabain anlamli olarak tutunan hicre sayisini
azaltmistir. Y27632 6n uygulamasi ise bu etkiyi yine geri ¢evirmigtir.
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Uvabain, kaspaz 3 ve ROCK | kesilmesini indUklemektedir.
Gelisen ROCK aktivasyonu ile de membran tomurcuk olusumu
gerceklesmektedir. Kaspaz 3 aracii ROCK | aktivasyonu, MLC
fosforilasyonunu ve aktomyozin kontraktilitesini artirdigr igin membran
tomurcuk olusumunda gereklidir'>'. Bu bulgular uvabainin neden oldugu

apoptoziste, Rho kinazin dnemli bir rol oynayabilecegini gdstermektedir.

Uvabain ve Y27632'nin birlikte uygulandigi hicrelerde
spesifik olarak yogun bir hicre bdzlilmesi gérlilmastir. Tek basina
uvabain uygulandiginda bu etkinin gérilmemesi, gdzlenen hiicre
blzilmesinde ROCK inhibisyonunun katkisinin oldugunu
disindlirmektedir. Uvabain tarafindan Na*/K* ATPaz inhibisyonuyla hiicre
ici iyonik dengenin degistiriimesi, diger taraftan ROCK inhibisyonuyla olasi
F-aktin-membran kanal proteinleri etkilesiminin bozulmasi birlikte bu
etkinin olusmasina neden olabilir. Ancak bu olayin mekanizmasinin

aydinlatilabilmesi igin daha detayli caligmalara gerek vardir.

Damar endotel hiicrelerinin yapisal ve fonksiyonel bitlnligu

kan akiminin strdurllebilmesi igin gereklidir.

Damar endotel hiicre apoptozisi hipertansiyonda goértlen

vaskiler remodelingdeki damar disfonksiyonuna katkida bulunmaktadir'”®.

Esansiyel hipertansiyon olgularinda endojen uvabain
dlizeyinin yUkselmesi, endotel hlcrelerini bu madde igin hedef haline
getirmektedir. Dolayisiyla uvabainin endotel hicrelerinde aponekrotik
Olumleri indUklemesi, bu maddenin apoptotik etki mekanizmasinin

aydinlatiimasini 6nemli hale getirmektedir.
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Bununla birlikte hipertansif olgularda ylUkselen endojen
uvabain duizeyleri bu maddenin endotel hicrelerinde in-vitro apoptozis
olusturan konsantrasyonlarindan olduk¢ca dusdktir. Ancak in-vitro
deneylerde uvabain uygulamasi 24 saat gibi strelerle kisithdir. Cok daha
uzun sdreli daha digik uvabain dizeylerinin endotel hiicreleri Gzerindeki
etkileri tam olarak bilinmemektedir. Uvabain tarafindan indiklenen
aponekrotik mekanizmalarin bu uzun sdreli maruziyet sonrasinda da

tetiklenebilecegini g6z 6ninde bulundurmak gerekir.

Uvabain ve benzeri kardiyak glikozidlerin g¢esitli tUmor
hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip olduklari gdsterilmisti. ROCK
inhibitrleri ise tim&r hlcre invazyonunu inhibe etmektedir. Bu 6zellikleri
nedeniyle her iki grup bilesigin antikanser ila¢ olarak gelistirme caligmalari
devam etmektedir.

Uvabain aracilikh hicre kopmasinin  ROCK inhibit6ri
tarafindan Onlenmesi, her iki ilagla kombine kanser tedavi potansiyeli
tasimasi acisindan klinik bir 6énem olusturabilir. Ancak endotel
hicrelerinde g6zlenen bu durumun, kanser hlcreleri kullanilarak yapilan

¢alismalarda sinanmasi gerekir.
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6. SONUC

Oubainin indUkledigi hlcre 6limleri ve apoptoziste Rho
kinazin olasi roli insan umbilikal ven endotel hicrelerinde (HUVEC)
arastirnimistir.

Sonuclarimiz uvabainin indikledigi hucre kopmasi ve
membran tomurcuk olusumunda Rho kinazin énemli bir roli oldugunu
g6stermigtir.  Bu bulgular endojen uvabain dizeylerinin yikseldigi
esansiyel hipertansiyon olgularinda énemli olabilir. Ayrica bulgularimiz
kanser hastalarinda, uvabain ve ROCK inhibitérleri ile kombine tedavi

olasiligini ima etmektedir.
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7. OZET

Oubainin indUkledigi hlcre 6limleri ve apoptoziste Rho
kinazin olasi r6li insan umbilikal ven endotel hicrelerinde (HUVEC)
arastirnimistir.

HUVEC dogumdan sonra alinan umbilikal kordlardan izole
edilmis ve yalnizca primer hicreler deneylerde kullaniimigtir. Endotel
hicreleri yapistiklari ylzeyi tamamen kaplayinca, hicrelere uvabainin
(0.1-10uM, 16 saat) farkli konsantrasyonlari ile ROCK inhibitéri olan
Y27632 (10uM) uygulanmistir. Hiicre morfolojisi ve yapistiklari ylizeyden
kalkmalari faz kontrast ve floresan mikroskobi ile, ROCK | ve kaspaz 3

ekspresyonlari immunoblotlama ile dl¢ctiimustir.

Uvabainin, hlcre kopmasina ve membran tomurcuk
olusumuna neden oldugu bulunmustur. Ayrica 10uM uvabain uygulamasi
endotel hucrelerin tomurcuklu hicre sayisini anlamh olarak artirmistir.
Y27632 6n uygulamasi ise uvabainin indUkledigi membran tomurcuk
olusumunu anlamli olarak inhibe etmistir. Uvabain ylzen 6l0 hicre
sayisini da anlamli olarak artirmistir. Fakat Y27632 6n uygulamasi ylzen
hiicre sayisinda anlaml bir degisiklige neden olmamistir. HUVEC'te
uvabainin hlcre kopmasina etkisi doz bagimhdir. Bu etki Y27632 6n
uygulamasi ile geri cevrilmistir. ROCK | ve kaspaz 3'Gn aktif
fragmantasyonu da 10uM uvabain uygulanmis hlcrelerde anlamli olarak

artmistir.

Sonuglarimiz uvabainin indUkledigi hiicre kopmasi ve
membran tomurcuk olusumunda Rho kinazin énemli bir roli oldugunu
gbstermistir. Bu bulgular endojen uvabain dizeylerinin  yUkseldigi
esansiyel hipertansiyon olgularinda énemli olabilir. Ayrica bulgularimiz

64



kanser hastalarinda, uvabain ve ROCK inhibitérleri ile kombine tedavi

olasiligini ima etmektedir.

Anahtar Kelimeler : uvabain, Rho kinaz, apoptozis, HUVEC
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8. SUMMARY

Possible involvement of the Rho kinase in ouabain-induced
cell deaths and apoptosis was investigated in human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC).

HUVEC were isolated from the umbilical cords after delivery
and only primary cells were used for the experiments. When endothelial
cells became confluent, cells were treated with different concentrations of
ouabain (0.1-10uM, 16 hours) and Y27632 (10 uM) , a Rho kinase
inhibitor. Cell morphology, detachment and ROCK | and caspase 3
expressions were evaluated by phase contrast and fluorescence
microscopy and immunoblotting respectively.

It was found that ouabain induced cell detachment and
membrane blebbing. Moreover, ouabain (10uM) treatment significantly
increased in cell numbers with blebs of endothelial cells. Preincubation
with ' Y27632 significantly inhibited the ouabain-induced membrane
blebbing. Ouabain also increased the floating death cell numbers
significantly. However preincubation with Y27632 did not make a
significant change in floating cell numbers. In addition, ouabain caused
cell detachment in a dose-dependent manner in HUVEC. This effect was
also prevented by the pretreatment with Y27632. Active fragmentation of
both ROCK | and caspase 3 were significantly higher in 10uM ouabain
treated cells.

Our results indicate that Rho kinase plays an essential role
for ouabain-induced cell detachment and blebbing. These observations
may be important for essential hypertension with elevated endogenous
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ouabain levels. Additionally, resent findings also imply the possibility of

combination therapy with ouabain and ROCK inhibitors in cancer patients.

Keywords: ouabain, Rho kinase, apoptosis, HUVEC
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