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1. GĐRĐ� 
 

NA+/K+ ATPaz  (Na+ pompası, NKA) kardiyak glikozidler için 

bilinen tek integral membran reseptörüdür. NKA’nın primer görevi, hücre içi 

yüksek K+ düzeyini ve dü�ük Na+ düzeyini sağlamaktır1. Özellikle Xie ve 

ark.’nın yaptığı çalı�malarda, uvabainin NKA’ya bağlanarak enzimin iyon 

pompalamasını inhibe etmesi dı�ında, dü�ük dozlarda da enzimin kısmi 

inhibisyonuna neden olarak, çe�itli hücre içi sinyalleme mekanizmalarını 

aktive ettiği vurgulanmı�tır2. 

 

1991’de Hamlyn ve ark.’ı insan plazmasından bitki kaynaklı 

uvabainden ayırt edilemeyen bir bile�ik izole etmi�lerdir. Bu ke�iften sonra 

endojen uvabainin etki mekanizmasını ara�tırmak üzere yapılan çalı�malar 

önem kazanmı�tır. Endojen uvabain memeli plazma, adrenal bez ve 

hipotalamusunda gösterilmi� olan sodyum pompasının uzun süreli ve iyi 

bilinen bir inhibitörüdür. 

 

Uvabainin yüksek ve dü�ük dozlarda farklı etkilere sahip olduğu 

dü�ünülmektedir. Uvabain, endotel hücrelerinde yüksek konsantrasyonlarda 

toksik etkiler olu�tururken, dü�ük dozları antiapoptotik etkinliğe sahiptir3 . 

 

Uvabainin SH-SY5Y nöroblastoma hücrelerinde, HUVEC’te,  

C7-MDCK ve PAEC’te doz-bağımlı sitotoksik etkilerini gösteren çalı�malar 

yapılmı�tır3-8. Orlov ve ark. 3µM 24 saat uvabain uygulaması ile hücrelerin 

yakla�ık %80’inin substratumdan ayrıldığını gösterirken5, Trevisi ve ark. 

100nM uvabainin, serum yoksunluğunda indüklenen apoptozise kar�ı 

koruyucu bir etki gösterdiğini vurgulamı�lardır3. 
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Hücre içi birçok sinyalleme mekanizmalarına aracılık eden 

küçük G proteini Rho’nun, memelilerde en az 10 üyesi bulunmaktadır9,10. 

1990’ların ortalarında bu üyelerden olan Rho’nun iki efektörü tanımlanmı�tır 
11,12. Bunlar ROKα/ROCK II ve ROKβ /ROCK I (Rho kinazlar)’dır11-13. Rho 

kinazların kan basıncı homeostazı, düz kas kontraksiyonu, hücre 

proliferasyonu, hücre adezyonu, migrasyonu ve inflamatuvar cevabı da içeren 

çok sayıda önemli fizyolojik fonksiyonlara katıldığı gösterilmi�tir14.  

 

Diğer taraftan her iki ROCK izoformunun da apoptoziste önemli 

role sahip olduğu gösterilmi�tir. ROCK I, kaspaz 3 aracılıklı kesilme ile aktive 

olurken; ROCK II, granzim B aracılığı ile kesilerek aktive edilmektedir15-17. 

Aktif formlar, apoptotik hücrelere spesifik olan membran tomurcuk (bleb) 

olu�umuna aracılık etmektedirler. 

 

Literatürde Rho/Rho kinaz yolağı ve hücre-hücre adhezyonu ve 

hücrelerin substratumdan kopması (detachment) üzerinde çe�itli çalı�malar 

bulunmaktadır. Rho A sinyalleme yolağının aktivasyonunun, hücre-hücre 

adhezyonunu azalttığı gösterilmi�tir18. Diğer taraftan Noren N. K ve ark. 

hücre-hücre adhezyonunda önemli rolü olan katherinlerin de Rho A 

aktivitesini önlediğini bulmu�lardır19. 

 

HUVEC’te yapılan bir ba�ka çalı�mada ise, katherin ailesinden 

olan T-katherin aktivasyonunun, hücre polarizasyon ve adhezyonundaki yeri 

incelenmi�lerdir. T-katherinin, endotel hücrelerinde indüklediği morfolojik ve  

hücre iskeleti organizasyonundaki deği�ikliklerin Rho A/ROCK yolağına bağlı 

olduğu gösterilmi�tir20.   
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Uvabain ve Rho kinaz üzerindeki bu çalı�malar, uvabain ile 

gözlenen hücrelerin kopması ve aponekrotik hücre ölümlerinin 

mekanizmasında Rho kinaz enziminin önemli bir rolü olabileceğini 

dü�ündürmektedir. Bu tez kapsamında yapılan çalı�malar ile bu hipotez 

sınanmaya çalı�ılmı�tır. 
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2. GENEL BĐLGĐLER 

 

2.1. Hücre Ölümleri ve Apoptozis 

 

Hücre ölümlerinin nekrozis (nekroz), apoptozis, anoikis, 

eksitotoksisite ve otofaji olmak üzere farklı �ekiller ile gerçekle�tiği 

bilinmektedir.  

 

Nekroz, patolojik olaylar sonucu geli�en hücre ölüm �eklidir. 

Hücre hasarını olu�turan travma, hücre kanlanmasının dolayısıyla 

oksijenlenmenin bozulması, enfeksiyon gibi nedenlere bağlı olarak 

gerçekle�ir. Organeller �i�er; hücre sınırları belirgin hâle gelir ve bunların 

sonucu olarak hücrenin bütünlüğü kimyasal ve yapısal olarak bozulur. 

 

Nekroz, dı�ardan gelen hasarla plazma membranında olu�an 

deği�iklikler sonucu olu�ur. Nekrotik hücre, �i�me ve plazma membranının 

yıkılması sonucunda sitoplazmik içeriği dı�arıdaki doku aralığına salar. 

Hücrenin nekrotik artıkları inflamatuar hücreleri dokuya çekerek bu dokunun 

parçalanmasına yol açar ve bu, inflamasyon olarak bildiğimiz tablonun 

olu�masına neden olur. 
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�ekil 1: Nekroz ve apoptoz arasındaki farkın �ematik gösterimi178. 

 

Bir çe�it apoptozis olan anoikis, epitel ve endotel hücrelerin 

ekstrasellüler matriksten ayrılmaları sonucu olu�an ölüm �eklidir21.  

 

 Eksitotoksisite ise sinir hücrelerinin hasar gördüğünde glutamat 

ve benzeri substratlar tarafından öldürülmesidir. Patolojik durumda yüksek 

düzeyde bulunan glutamat NMDA reseptörüne bağlanınca hücre içine a�ırı 

miktarda Ca+2 giri�i gerçekle�mektedir. Hücre içindeki Ca+2, proteaz ve 

endonükleaz gibi enzimleri aktive eder. Bu enzimler de hücrede bulunan 

yapılara hasar verir ve ölüm gerçekle�ir. 
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Otofaji (otofagositoz), hücrenin ya�lanmı� ve bozulmu� 

yapılarının, hücrenin kendi lizozomu tarafından sindirilmesidir. 

 

2.1.1. Apoptozis 

 

Apoptozis Yunanca bir kelime olup  (apo=-den/-dan ve 

ptosis=dü�mek) ilk kez Kerr ve ark. tarafından tanımlanmı�tır21. Apoptozis, 

geli�mi� organizmalarda hücreler arası ili�kilerin gereği olarak gereksinim 

duyulmayan ve fonksiyonları bozulan hücrelerin, çevreye zarar vermeden 

programlı ölümüdür.  

 

 Enerji bağımlı olan apoptozis morfolojik deği�imlerle kendini 

gösterir. Đlk önce hücre küçülür; nükleusta kromatin yoğunla�ır ve DNA 

parçalanır. Bu DNA parçaları hücre zarı ile kaplıdır (apoptotik cisimcikler) ve 

ortamdan çevredeki hücreler tarafından fagositozla uzakla�tırılır23 (�ekil 2).  

 

Apoptozis, ya�amın her a�amasında geli�ir ve normal doku 

homeostazında önemli bir rolü vardır23. Apoptozis kaspazların aktivasyonu ile 

sonlanır. Kaspazlar sistein proteazlardır ve aspartik asitten sonraki peptid 

bağını kırarlar. Apoptozis iki farklı yolakla olu�abilir. Hücre yüzeyindeki ölüm 

reseptörlerini kullanan ekstrinsik (dı�) yolak spesifik ölüm sinyallerinden 

sorumludur. Buna zıt olarak intrinsik (iç) yolak endoplazmik retikulum ve 

mitokondri aracılı sinyalleri içerir23,24. Her iki yolakta da kaspaz 3, 6, 7’yi 

içeren kaspazların aktivasyonu söz konusudur.  
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�ekil 2: Apoptozisle deği�en hücre morfolojisi ve aktin hücre iskeleti yapısı172. 1. 

Normal 2. Erken apoptosiz 3. Tomurcuk olu�umu 4. Geç apoptosiz 5. Fagositozla 

apoptotik cisimciklerin yutulması  

 

Ekstrinsik yolakta, Fasl ve tümör nekroz faktör (TNF) α gibi ölüm 

ligandları reseptörleri ile birle�tiğinde kendilerine doğal olarak bulunan FADD 

(Fas associated death domain)25 ve TRADD (TNFR associated death 

domain)26 ile etkile�ime geçerler. FADD ve TRADD prokaspaz 8’i 

aktifle�tirerek kaspazların kaskad �eklinde aktivasyonlarını ba�latırlar. Aktive 

kaspaz 8 indirekt olarak prokaspaz 3’ü aktifle�tirir ve sitoplazmik proteinler 
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kesilir; ayrıca nükleer DNA fragmantasyonları olu�ur. Ayrıca kaspaz 8 Bid’i 

aktive ederek indirekt olarak mitokondriye de sinyal gönderir. Bid 

mitokondriye transloke olur ve Bax ve Bak‘ı aktive ederek sitokrom c 

salınımına neden olur27-29. 

 

 
 

�ekil 3: Kaspaz aktivasyonunun intrinsik ve ekstrinsik yolakları173. 



 9 

Birçok  hücre tipinde sitokrom c bağımlı apoptozis sonucu aktive 

olan kaspaz 9, intrinsik apoptozis yolağında kaspaz 3 aktivasyonunun 

gerçekle�mesi için birincil yoldur. Đntrinsik yolakta mitokondri ölüm sinyallerini 

iletmede ve yükseltgemede önemli role sahiptir. Apoptotik uyarım ile intrinsik 

yolağın aktivasyonu tam çözülememi�tir. Ama Bcl-2 ailesinden Bid, Bad, Bim, 

Nix gibi proteinlerin, kaspazları aktive ettiği bilinmektedir. Proapoptotik etkili 

Bax ve Bak mitokondriden sitokrom c salınımını ayrıca Smac/DIABLO ve 

Omi/HtrA2 salımını sağlarlar. Bu durum Bcl-2 ailesinden anti-apoptotik etkili 

olan  Bcl-2 ve Bcl-XL tarafından antagonize edilir. Mitokondiriden sitokrom c 

salımından sonra, sitokrom c APAF-1’e bağlanır ve onu aktive eder, sonra 

ATP’nin bu yapıya katılmasıyla apoptozom adı verilen kompleks bir yapı 

olu�ur. Bu yapı inaktif olan pro-kaspaz 9’u aktif kaspaz 9’a dönü�türür. 

Kaspaz 9 da kaspaz 3’ü aktive eder. Bu yolak, Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2 

ile inhibe edilebilen kaspaz inhibitörü (IAP) ile antagonize edilebilir. Aktif 

kaspaz 3, kaspazla aktifle�en deoksiribonükleaz inhibitörünü inaktifle�tirir. 

Böylece kaspazla aktifle�en deoksiriboniüklez inhibitörü serbestle�ir ve 

apoptozisin göstergesi olan kromatin kondensasyonu ve DNA 

fragmantasyonu olu�ur. 

 

2.2. Na+/K+ ATPaz ve Fonksiyonları 

 

    P tipi ATPaz ailesinden olan NA+/K+ ATPaz  veya Na+ 

pompası ilk defa 1957’de Skou tarafından tanımlanmı�tır30. Na+ pompası tüm 

memelilerde bulunan, elektrolit ve sıvı dengesini sağlayan bir proteindir. 

Pompa, ATP hidrolizinden elde ettiği enerji ile her üç sodyum iyonunu hücre 

dı�ına pompalarken, iki potasyum iyonunu da hücre içine pompalamaktadır.   

Proteinin hücrenin içine doğru çıkıntı olu�turan tarafında sodyum iyonlarının 

bağlanması için üç reseptör bölge bulunur. Dı� tarafında ise potasyum 
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iyonları için iki reseptör bölge vardır. Ta�ıyıcı proteinin iç tarafına üç sodyum 

bağlandığı zaman proteinin ATPaz fonksiyonu aktifle�ir. Bu enzim yüksek 

enerji ta�ıyan ATP’yi parçalar ve onu ADP’ye dönü�türür. Enerjinin açığa 

çıkması  ile ta�ıyıcı protein molekülünde konformasyonel  deği�iklik olu�ur ve 

sodyum iyonlarının hücre dı�ına çıkması, potasyum iyonlarının hücre içine 

girmesiyle pompalama olayı gerçekle�ir. 

 

    Enzim α, β ve FXYD olmak üzere üç alt üniteden olu�ur31. α 

alt ünitesi enzimin katalitik alt üniti, β alt üniti de enzimin regülatör alt 

ünitidir32,33. α alt ünitesi ~113 kDa ve β alt uniti 55 kDa molekül ağırlığına 

sahiptir34,35. Đnsanda α alt ünitin dört (α1, α2, α3 ve α4), β alt ünitin üç (β1, β2 ve 

β3) ve FXYD’nin ise 7 izoformu (FXYD1, FXYD2, FXYD3, FXYD4, FXYD5, 

FXYD6, FXYD7) bulunmu�tur36,37.  α1 izoformu birçok dokuda bulunurken, α2 

izoformu beyin, kalp, damar sistemi ve iskelet kaslarında bulunmaktadır. α3 

izoformu nöronal dokularda ve vasküler düz kas hücrelerinde ayrıca bazı 

hayvanlarda kalpte de bulunmaktadır. α4 izoformuna ise testislerde ve olgun 

spermlerde rastlanılmı�tır38. β1 ve β2 alt üniteleri memeli hücrelerinde 

predominantken,  β3 izoformu sadece Xenopus’larda bulunmaktadır39. 

 

α alt ünitesi enzimin ta�ıyıcı ve katalitik özelliklerinden sorumlu 

olup ATP ve kardiyak glikozidlerin bağlanma bölgesine sahiptir36,40,41,42. β alt 

ünitesi enzimin, potasyum ve sodyum afinitesine kar�ı modülasyonu ve  α 

polipeptidin plasma membranına geçi�ini kolayla�tırmak için α polipeptidin 

stabilizasyonundan sorumludur36,43,44. Üçüncü komponent ise farklı hücrelerin 

spesifik ihtiyaçları için Na+, K+ aktif transportunun kinetik özelliklerini 

düzenleyerek Na+, K+-ATPaz fonksiyonunu modüle eder 37,45. 
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Özellikle Xie ve ark.’nın yaptığı çalı�malarda iyon 

pompalamanın yanısıra Na+/K+ ATPaz’ın hücre içi kompartmanlara sinyal 

ileten çe�itli protein kompleksi içinde de görev aldığı bilinmektedir (�ekil 4). 

Na+/K+ ATPaz’ın bu fonksiyonunun α alt ünitesinde bulunan spesifik 

bağlanma bölgelerinden kaynaklandığı bilinmektedir46. Na+/K+ ATPaz ve 

proteinlerin etkile�imi Na+/K+ ATPaz aracılı sinyal iletiminde önemli bir role 

sahiptir47,48. Yapılan analizler insan Na+/K+ ATPaz α1 alt ünitesinin iki 

potansiyel protein bağlanma bölgesinin olduğunu göstermi�tir. N-terminaldeki 

protein bağlanma bölgesinin geli�imi uvabain bağlanma yerlerine uygun 

olduğundan dolayı, uvabainin bu bölgeye bağlanması, uvabainin enzimin 

ATPaz aktivitesini regüle etmek dı�ında etkilerinin olduğunu da göstermi�tir. 

Yani bu bağlanma bölgesinin geli�imi  Na+/K+ ATPaz’ın ekstrasellüler uvabain 

sinyalini iletmesine neden olmu�tur49. Uvabainin NA+/K+ ATPaz’a bağlanması 

Src kinaz/MAP kinaz ve PKC’nin aktivasyonlarına neden olmaktadır. Ayrıca 

Src kinaz aktivasyonu reaktif oksijen türlerinin mitokondride üretimi artırmakta 

ve hücre içi Ca++ konsantrasyonunu da regüle etmektedir. Uvabainin 

indüklediği sinyal transdüklemesi enzimin iyon pompalama inhibisyonundan 

bağımsız gerçekle�mektedir50 . 
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�ekil 4: Na+/K+ ATPaz sinyalleme mekanizmalarının �ematik gösterimi174. 

 

Na+ pompasının α alt ünitesinde birçok protein için bağlanma 

bölgeleri bulunmaktadır. Bu proteinler: PI3K (posfo-inozitol-3 kinaz)51, IP3 

(inozitol 1,4,5-trifosfat)52, 14-3-3 (14-3-3 protein)53, Ankirin54,55, Kaveolinler50 

ve AP2 (adaptör protein 2)56 (�ekil 5). Enzimin bu proteinlerle etkile�mesi  

Na+/K+ ATPaz’ın iyon pompalaması dı�ında, enzimin sinyal iletici olmasını da 

etkilemektedir. 
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�ekil 5: Na+/K+ ATPaz alt ünitelerinin �ematik gösterimi175. α1 (kırmızı), β1 (mavi), FXYD1 

(ye�il) izoformlarında major ligand bağlanan bölgeler gösterilmi�tir.  

 

Azalmı� Na+ pompa aktivasyonunun apoptozisi indüklediği de  

bilinmektedir. Đyon dengesi, özellikle K+ iyonu dengesindeki deği�imler 

apoptozis regülasyonunda etkilidir57-60 . Hücreler apoptozise girdiklerinde 

100mM olan hücre içi K+ düzeyleri 30-50 mM’a kadar dü�mektedir61-64. 

Uvabain uygulanan hücrelerde de hücre içi K+ miktarının %50-80’inin 

kaybedildiği gösterilmi�tir61-65. 

 

Hücre kültüründe yapılan ara�tırmalar Na+/K+ ATPaz’ın 

inhibisyonu sonucu hücrelerin birbirinden ve substratından ayrıldığını  
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göstermi�tir. Uvabainin pompayı inhibe etmesi, protein tirozin kinazların ve 

ekstrasellüler sinyal-regüle eden kinazların aktivasyonuna, fosforilasyonun 

derecesinde deği�imlere, okludin ve E-katherin gibi adhezyon moleküllerinin 

degredasyonuna neden olarak hücre yapı�masını engellemektedir66,67. 

MDCK hücrelerinde yapılan bir ba�ka çalı�ma da Na+/K+ ATPaz’ın 

ekstrasellüler β1 alt ünitesinin hücre-hücre adhezyonu için gerekli bir basamak 

olduğunu göstermi�tir68 (�ekil 6). 

 

 
 

�ekil 6: Hücrelerin birbirine yapı�tığı noktalarda Na+/K+ ATPaz β1 alt ünitesinin 

glikolizasyonunun pompa stabilizasyonundaki rolünü gösteren model68. 
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2.3. Kardiyak Glikozidler 

 

18. yy’da William Withering’in Digitalis Purpurea bitkisini 

konjestif kalp yetmezliği tedavisinde kullanmaya ba�lamasından bu yana 

kardiyak glikozidler bilinmektir69. Dijitallerin etkisinin mekanizması, 1953’te 

Schatmann’ın kardiyak glikozidlerin sodyum pompasının spesifik inhibitörleri70 

ve plazma membranlarındaki  NA+/K+ ATPaz’ın da dijital reseptörleri 

olduğunu bulmasından sonra ortaya çıkmı�tır30.  

 

1960’ların sonunda memeli kardiyak kasında Na+/Ca++ deği� 

toku�çusunun bulunması ile kardiyotonik steoidler tarafından sodyum 

pompasının inhibisyonu sonucu hücre içi Ca++ konsantrasyonundaki artı� 

açıklanmı�tır71. Sonuç olarak kardiyak kasında pozitif inotropi olu�maktadır. 

Kardiyak glikozidler digoksin ve uvabain gibi bitki kaynaklı, bufalin ve 

marinobufagenin gibi vertebra kaynaklıdır. 

 

Kardiyomiyosit plazma membranlarında sodyum pompasının α1 

izoformu dağınık hâlde bulunmasına rağmen  α2, α3 izoformları, membranın 

endoplazmik retikuluma yakın taraflarında bulunmaktadır. Bu 

plazmarezomlarda aynı zamanda Na+/Ca++ deği�toku�çusu da yer 

almaktadır. Na+ pompasının α2 ve α3 izoformunun inhibisyonu sitozolik Na+ 

konsantrasyonunda ve dolaylı yoldan da Ca++ konsantrasyonunda deği�ikliğe 

neden olur. Bu durum Ca++ sinyalleme ve endoplazmik retikulumun Ca++ 

içeriğinin modülasyonunu etkiler. Sonuç olarak glikozidlerin pozitif inotropik 

etkileri ortaya çıkar 72. 
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2.3.1. Endojen Kardiyak Glikozidler ve Endojen Uvabain 

 

1953 yılında memelilerde endojen glikozid regülatörlerinden 

bahsedilmi�tir73. Aynı yıllarda glikozidlerin NKA’ya yüksek afinite ile 

bağlandığı ve enzimi inhibe ettiği bulunmu�tur70. Daha sonra yapılan 

çalı�malar  bilinmeyen natriüretik hormonların kan basıncı, plazma tuz 

konsantrasyonu regülasyonunda etkili olabileceği üzerine gerçekle�mi�tir74. 

Bu ara�tırmalar normal ve patofizyolojik durumlarda NKA regülasyonunda 

endojen faktörlerin rolü olabileceğini göstermi�tir. Memeli kanında NKA 

bağlanan ve onu inhibe eden uvabaine benzer dijital benzeri bile�iklerin 

(DBB) varlığı ilk kez 1991’de Hamlyn ve ark.’ları tarafından gösterilmi�tir75-77 . 

Đlk tanımlanan bile�ik uvabainin streoidal izomeridir78. Endojen uvabainin 

hormonal stimülasyon sonucu adrenal kortexde sentezlendiği bilinmektedir79. 

Esansiyel hipertansiyonda endojen uvabain plazma seviyesi %30-%45 

civarında arttığından80, kardiyovasküler sistemde NKA inhibisyonunun 

hipertansiyona neden olduğu doğrulanmı�tır. Ayrıca hem sığır hem de insan 

plazmasında glikozidlerin ta�ınmasında görevli spesifik glilozid bağlayan bir 

protein de tanımlanmı�tır81,82. 

 

Uvabainin dü�ük dozda (1-100 nM) NKA’nın α2 alt ünitesini, 

yüksek dozda (≥ 1 µM) α1 alt ünitesini inhibe ettiği bilinmektedir83. 

 

Daha sonra insan plazmasında digoksin, insan katarakt 

lenslerinde 19 nor bufalin84, insan plasentasında 3β-hidroksi 14α 20:21-

bufenolit72, insan plasentasında Proscillaridin A85, akut mikokard 

infarktüsünden  sonra insan idrarında  marinobufagenin86 ve son olarak 

böbrek yetmezliği olan hastaların plazmasında telocinobufagin87 

tanımlanmı�tır (�ekil 7). 
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�ekil 7: Đnsan dokularında tanımlanan dijital benzeri bile�iklerin yapısı175. 

 

Dijital benzeri bile�iklerin kan basıncı regülasyonu, kalp 

kontraktilitesi ve ritim regülasyonu, hücre büyümesi, farklıla�ması ve 

adhezyonu gibi sistemik etkileri ve NA+/K+ ATPaz’ın inhibisyonu, NA+/K+ 

ATPaz endositozunun sitümülasyonu, hücre içi sinyalleme yolaklarının 

sitümülasyonu, sitoplazmik Ca++ osilasyonunun aktivasyonu gibi moleküler 

etkileri vardır. 

 

Özellikle uvabainin NA+/K+ ATPaz’a bağlanması Src kinaz/MAP 

kinaz ve PKC’nin aktivasyonlarına neden olmaktadır. Uvabainin indüklediği 
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sinyal transdüklemesi enzimin iyon pompalama inhibisyonundan bağımsız 

gerçekle�mektedir50.  

 

Uvabainin kaspaz aktivasyonu ile olu�an apoptotik etkisinin 

yanısıra kaspaz bağımsız olarak geli�en nekrotik toksisitesi bulunmaktadır. 

 

Vasküler düz kas hücrelerinde serum yokluğu, starosporin ve 

okadoik asitle olu�turulan apoptozis sonucu 1-2 saat önce uvabain 

uygulamasının kaspaz-3 aktivasyonunu ve DNA fragmantasyonunu 

engellediği görülmü�tür88. Bu inhibisyonun oubainin ön ko�ullama etkisinden 

kaynaklandığı dü�ünülmektedir. 

 

Orlov ve ark. PAEC’te uvabainin Na+/K+-ATPaz ile etkile�imi 

sonucu hücrelerin [Na+]i/[K+]i-bağımsız mekanizma ile nekroza gittiğini, 

K+’suz besiyerinde ise bu inhibisyonun [Na+]i arttırması aracılığıyla 

apoptozise kar�ı koruyucu bir etki gösterdiğini vurgulamı�lardır4.  

 

Diğer bir deneysel çalı�mada Orlov ve ark. uvabainin neden 

olabileceği hücre ölümünün Src kinaz/MAP kinaz ve PKC’nin aktivasyonlarına 

bağlı olup olmadığını ara�tırmı�lardır. C7-MDCK hücrelerine 3µM 24 saat 

uvabain uygulaması ile hücrelerin yakla�ık %80’inin substratumdan ayrıldığını 

göstermi�lerdir5. Ras sinyalleme inhibitörlerinin, PI3K (wortmannin), MAPK 

ERK1/2 kinase (PD98059), tyrosine kinases (genistein) ve aktivatörlerinin (4-

PMA, 8-Br-cAMP, 8-Br-cGMP, forskolin) hücre ölümüne etkilerinin olmadığını 

vurgulamı�lardır5. 
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Son olarak Orlov ve ark. C7-MDCK 6 saat 3µM uvabain 

uygulamansının NKA’nın yakla�ık %50’sinin internalizasyonuna  neden 

olduğunu göstermi�lerdir6. K+’suz besiyerinde ise uvabainin indüklediği 

NKA’nın internalizasyonunun inhibe edildiğini ama 18 saatte görülen 

sitotoksik etkisini etkilemediğini belirtmi�lerdir6. 

 

Kobaylarda yapılan bir çalı�mada uvabain ve  digoksinin letal 

dozunun %50-60’ının apoptozisin göstergesi olan mitokondriden sitokrom c 

salınımını, prokaspaz 9 ve prokaspaz 3 aktivasyonunu, periferal nükleer 

kromatin kondensasyonunu ve DNA fragmantasyonunu indüklediğini 

göstermi�tir89. 

 

Dü�ük dozda uvabainin böbrek hücrelerinde NF-kB’yi aktive 

ederek serum yoksunluğu sonucu indüklenen apoptozisi önlediği 

görülmü�tür90. 

 

 SH-SY5Y nöroblastoma hücrelerine 10 nM uvabain uygulaması 

hücre sayısını  % 20, 4gün 1 	M uvabain uygulaması ise hücre sayısını %75 

azaltmı�tır7. 

 

Sitoplazmik Ca++ deği�imleri intrasellüler sinyalizasyonu, 

enzimlerin aktive olmasını, protein etkile�imlerini etkilemektedir. Oubainin de 

nM konsantrasyonlarda Ca++ osilasyonunu indüklemektedir91. Ayrıca oubainin 

neden olduğu Ca++ osilasyonu kalsiyum bağımlı NF-kB’yi de aktive 

etmektedir. 
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Ren YP ve ark.’ı HUVEC (insan umbilikal ven endotel hücreleri) 

kültüründe yaptıkları çalı�mada uvabainin fizyolojik konsantrasyonlarda (0.3-

0.9 nmol/L) hücre proliferasyonuna neden olduğunu, buna kar�ılık patolojik 

konsantrasyonlarda (0.9-1.8 nmol/L) hücre ölümünü indüklediğini 

göstermi�lerdir8. Uvabainin gen ekspresyonu üzerine etkilerini 

incelediklerinde de hücre proliferasyonu ve farklıla�ması ile ilgili olan protein 

kinaz (NM_002737) ve protein fosfotaz (NM_014225) gen ekspresyonlarında 

artı� olduğunu belirlemi�lerdir 8.  

 

     Diğer yandan Trevisi ve ark.’ı HUVEC’te yaptıkları çalı�mada 

100nM uvabainin  antiopoptotik etkili olduğunu, bu etkinin de PI-3K ve ERK 

aktivasyonu ile ili�kili olduğunu vurgulamı�lardır3. Elde ettikleri bulgular 

kaspaz-3 aktivasyonu ve apoptozisle sonuçlanan büyüme faktörü ve serum 

yoksunluğunda, uvabainin HUVEC üzerinde antiapoptotik ajan olarak görev 

aldığını göstermi�tir92-94.  

 

Dijital benzeri bile�ikler PI3K51, Src95-97, Akt98 ve ERK99 gibi 

kinazları up-regüle ederler. Bu kinazlardan bazıları paralel sinyal 

transdükleme yolaklarını aktive ederler100. Bu yolaklar NF-κB90 ve AP-1101,102 

gibi hücresel ve fizyolojik mekanizmalarda rolü olan transkripsiyon faktörlerini 

aktive ederler. 
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2.4. Küçük G Proteinleri ve Rho/Rho Kinaz Yolağı 

 

2.4.1. Küçük G Proteinleri 

 

Moleküler biyolojide yapılan son çalı�malar küçük GTP-bağlı 

proteinlerinin (G proteinleri) hücre içi sinyalleme yolaklarında önemli role 

sahip olduğunu göstermi�tir. G proteinleri (20-35 kDa) hücre farklıla�ması, 

bölünmesi, hücre iskeletinin kontrolü gibi çe�itli hücresel olaylarda görev alır. 

Tüm G proteinleri aktif GTP-bağlı form ile inaktif GDP-bağlı formda bulunur. 

GEFs (guanin-nükleotid-deği�tirici faktörler) ve GAPs (GTPaz aktive eden 

proteinler) proteinleri bu döngüyü regüle ederler. GEFs GDP’yi GTP’ye 

deği�tirerek aktif formu, GAPS ise  yava� intrinsik GTPaz aktiviteyi stimüle 

ederek inaktif formu düzenler (�ekil 8). 

 

 
�ekil 8: G proteinlerinin aktif ve inaktif formları arasındaki döngü176. 
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 G proteinleri Rho, Ras, Rab, Sarl/Arf ve Ran  ailelerinden 

olu�ur103. Ras ailesinin Rap, Ral ve Reb, Rho ailesinin Rho (A’dan  E’ye ve G 

izoformları), Rac (1’den 3’e izoformları), Cdc42 ve TC10 olmak üzere üyeleri 

belirlenmi�tir103. Rab, Ran ve Arf proteinleri veziküler ve nükleo-sitoplazmik 

ta�ımadan, Ras ve Rho proteinleri ise ekstrasellüler uyaran gibi çe�itli 

sinyalleme ağında rol alırlar104. 

 

2.4.2. Rho/Rho Kinaz Yolağı 

 

Rho hücrede GTP-bağlı aktif form ile GDP-bağlı inaktif formda 

bulunur. Rho A, Rho B ve Rho C (toplam Rho olarak bilinir) aynı aminoasit 

sekanslarına sahip olduğundan bunların hücre içi hedefleri de  benzerdir103. 

Rho proteinleri gen ekpresyonunu ve aktin hücre iskeletini kontrol eden 

sinyalleme yolaklarında etkilidir105. Rho bağımlı yolaklar, Rho inhibitörü olan 

ve clostridium botulinum’dan elde edilen C3 transferaz toksini kullanılarak 

incelenmi�tir. 

 

Rho kinazlar (ROCK’lar) Rho’nun ilk effektörleri olarak 

ke�fedilmi�tir. ROCK, ROCK I ve ROCK II olmak üzere iki izoforma sahiptir. 

1990’ların ortasında ilk olarak Rho kinaz α11/ ROK α12/ROCK II13 izole 

edilmi�tir. ROCK’un diğer izoformu ise Rho kinaz β11/ ROK  β12/ ROCK I13 

olarak tanımlanmı�tır. 

 

2.4.2.1. Rho Kinazların Yapısı  

 

ROCK, 160kDa molekül ağırlığına sahip, serin/treonin protein 

kinaz aktiviteli Rho-bağlanan protein olarak tanımlanmı�tır. Rho kinaz N-
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terminal bölgesinde bulunan katalitik (kinaz) bölge, orta bölümde bulunan 

kıvrılmı�-kıvrım (coiled-coil) bölge ve C-terminal bölgesinde bulunan, 

sisteince zengin (SZ) bölgeden olu�an plekstrin-homoloğu bölge olmak üzere 

3 ana bölgeden olu�ur (�ekil 9). Rho kinazın Rho-bağlanan bölgesi (RBB) 

kıvrılmı�-kıvrım bölgenin C terminalinde lokalize olmu�tur ve GTP-bağlı  

Rho’nun bu bölgeye bağlanması ile Rho kinazın aktivitesi artmaktadır. 

 

 

 
 

�ekil 9: ROCK I ve ROCK II’nin moleküler yapısı   

 

Rho-kinazın her iki izoformu kinaz bölgesinden %92, tüm amino 

asit diziliminden %65 benzerlik göstermektedir106-108. 
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2.4.2.2. ROCK Aktivitesinin Düzenlenmesi 

 

ROCK oto-inhibitör etkiye sahiptir109. Đnaktif formda ROCK’un C-

terminal PH bölgesi ve RB bölgesi, kinaz bölgesi ile etkile�im içindedir. Enzim 

bu etkile�imle oto inhibitör halka olarak �ekillenir. Kinaz bölgesi yakla�ık 300 

aa uzunluğunda ve serin/treonin protein kinaz aktivitesine sahiptir110. 

  

ROCK aktivitesi çe�itli mekanizmalarla regüle olur. Enzimin 

kinaz aktivitesi Rho bağlanmasından sonra artar106,107,111. Kıvrılmı�-kıvrım 

bölgesinde lokalize olan RBB yakla�ık 80 aa uzunluğunda olup, Rho A, Rho 

B, Rho C gibi yalnızca aktif durumdaki Rho GTPaz’larla etkile�im içindedir112. 

RBB ve GTP bağlı Rho’nun etkile�imi, ROCK’un inhibitör karboksi terminal 

bölgesi ile katalitik bölgesi arasındaki etkile�imi bozar. Rho iki farklı bölgeden 

enzim ile etkile�mektedir (Rho A’nın 23-40 ve 75-119 aa sekanslarından)113. 

Rho/ROCK yolağı ekstraselluler uyarana bağlı olarak aktive olur. Rho bağımlı 

ROCK aktivasyonu hücre tipine bağlı olarak kontraktilitede, hücre 

permeabilitesinde, migrasyonda ve proliferasyonda deği�ikliğe ve apoptozise 

neden olabilir. 
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�ekil 10: ROCK aktivitesinin regülasyonu177. 

 

Ara�idonik asit (AA)114 ve sifingosilfosforilkolin (SPC)115 gibi lipit 

mediyatörleride PH bölgesi ile etkile�erek ROCK’ları Rho’dan bağımsız olarak 

aktive edebilir. Hücresel düzeyde AA veya SPC/ROCK yolaklarının 

aktivasyonu düz kas hücrelerinde Ca+2 duyarlılığını arttırmaktadır115,116. 

PI3,4,5P3 ve PI4,5P2 gibi inozitol fosfolipidler de enzimin PH bölgesi ile 

etkile�erek ROCK II’yi aktive etmektedir117. 

 

ROCK, inhibitör karboksi terminal bölgesinin proteolitik olarak 

ayrılması ile de aktive edilebilir. Apoptozis süresince kaspaz 3 ROCK I’i 

DETD1113 bölgesinden parçalayarak aktive eder15,16. Diğer yandan sitotoksik 

lenfosit granülün indüklediği hücre ölümü boyunca proapoptotik enzim olan 

granzim B insan Rock II’sini IGLD1131’den parçalayarak aktif hâle getirir17. 

Ayrıca endotel hücrelerinde insan ROCK II’si trombine cevap olarak kaspaz 2 

aracılı parçalanma ile aktif hâle gelebilir118. Fakat parçalanma bölgesi 

aydınlatılamamı�tır. 
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Enzimin N-terminal bölgesi diğer substratlarla (Örneğin Rho E) 

etkile�imde ve enzimin kinaz aktivitesinde önemlidir. 

 

Pozitif regülatörlerinin yanı sıra, ROCK’un negatif regülatörleri 

de tanımlanmı�tır. 

 

Yapılan ara�tırmalar diğer küçük GTP bağlı proteinlerin 

ROCK’ların negatif regülatörü olarak fonksiyon gördüğünü kanıtlamı�tır. Gem 

ve Rad ROCK’a bağlanıp enzimi inaktive etmektedir119. Gem, ROCK I aracılı  

MLC ve MLC fosfatazın fosforilasyonunu inhibe etmektedir; buna kar�ın Rad 

ROCK II’nin indüklediği cevapları inhibe etmektedir119. Diğer küçük G proteini 

olan Rho E ise ROCK I inhibitörü olarak tanımlanmı�tır120. Rho E, ROCK I’in 

N-terminal bölgesine bağlanarak, fiziksel olarak kinaz aktiviteyi inhibe 

etmektedir. Gem ve Rad hücra iskeletine bağlı olarak bulunurken121,122. Rho 

E golgi ile ili�kilidir120. Y27632 ve fasudil gibi ROCK inhibitörleri enzimin kinaz 

bölgesine bağlanır ve ROCK I ile ROCK II’yi benzer potenslikte inhibe 

ederler123-125. 

 

Kaspaz 3/ROCK yolağı çe�itli hücre tiplerinde, apoptotik 

uyarana bağlı olmaksızın membran tomurcuk olu�umunda önemli role 

sahiptir15,16. Rho/ROCK126,127, granzim B/ROCK II17 veya kaspaz 2/ROCK II118 

gibi ROCK aktivasyonu ile gerçekle�en apoptozis çoğunlukla hücre tipine 

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

 

Hem ROCK I hem de ROCK II insan, sıçan ve fare dokularında 

ekprese olmaktadır106,108,111,128. ROCK II beyin ve kas dokusunda fazla 

eksprese olurken, Rock I böbrek, karaciğer ve testislerde  eksprese 

olmaktadır. Hem ROCK I hem ROCK II vasküler düz kasta ve kalpte eksprese 

olmaktadır. Erken fare embriyolarında geli�en kalpte ROCK I kuvvetli 

eksprese olurken, ROCK II her yerde dağılmı� �ekilde bulunur129. ROCK I ve 

ROCK II dinlenme periyodunda sitozolde bulunurken Rho aktivasyonu ile 

membrana transloke olur107. ROCK II hücre bölünmesi sırasında cleavege 

furrowslarda130, stress liflerinde131 ve vimentin aracılı filament ağının 

olu�umunda lokalize olurken, ROCK I’in sentrozomlarla ko-lokalize olduğu 

gösterilmi�tir132. 

2.4.2.4. ROCK’un Substratları  

 

Hem ROCK I hem ROCK II serin veya treonin rezidülerinden 

çe�itli proteinleri fosforiller. ROCK’lar substratlarını  R/KXS/T veya R/KXXS/T 

amino asit sekanlarından fosforile eder133,134 (R: arjinin , K: lizin, S: serin, T: 

treonin, X: herhangi bir amino asit). ROCK’lar otofosforile olup106 kendi 

fonksiyonlarını modüle edebilir. 20’den fazla ROCK substratı 

tanımlanmı�tır135-137. 

 

Birçok substrat için ROCK’un sadece bir izoformu (genelde 

Rock II) test edilmi�tir. Ama katalitik bölgelerinden %92 benzerlik gösteren 

ROCK I ve ROCK II’nin farklı substratları fozforillediğine dair kanıt yoktur. 

Buna kar�ı sadece ROCK I, Rho E’ye bağlanıp onu fosforile etmektedir131.  
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ROCK’un ilk belirlenen hedefleri miyozin hafif zincir (MLC)138,139 

ve miyozin hafif zincir fosfatazın miyozin bağlı alt uniti (MYPT1)’dir138,10,141. 

ROCK doğrudan MLC üzerinden ya da dolaylı olarak MLC fosfatazı inaktive 

ederek MLC fosforilasyonunu artırabilir. Artmı� MLC fosforilasyonu 

aktomiyozin  kontraktilitesinde de stimülasyona neden olur111,142,143. ROCK II 

Ca++ bağımsız olarak MLC’yi in vitro138 ve in vivo144 fosforile eder. Bu 

fosforilasyon MLC’yi MLC kinazın MLC’yi  fosforillediği rezidüden 

gerçekle�mektedir (serin 19)138.  

 

MLC ve MYPT1 dı�ında aktin hücre iskeleti regülasyonunda 

etkili  ROCK substratları da vardır. Bunlar  CPI-17 (Shi 2006-63), kalponin145, 

LIM kinazlar146, ezrin/radiksin/moesin (ERM)147, adusin148, sodyum-hidrojen 

deği� toku�çusu  (NHE1)149 ve ZIP kinaz150’dır. 
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�ekil 11: Apoptotik sinyallemelerde potansiyel ROCK hedefleri173. 

 

Birçok Rock substratı hücre ölüm ve ya�ayabilirliği ile  ili�kilidir. 

 

Apoptotik hücrelerde artmı� MLC fosforilasyonu ve aktomiyozin 

kontraktilitesi plazma membran tomurcuk olu�umunu regüle eder151. Farklı 

hücre tiplerinde kaspaz 3 aracılı ROCK I aktivasyonu, MLC 

fosforilasyonundaki artı�tan sorumludur15,16. Fosfotaz ve tensin-homolog 

(PTEN) yeni tanımlanan ROCK substratıdır152. ROCK tarafından fosforillenen 

PTEN’in fosfataz aktivitesi artmaktadır. PTEN proteinleri ve fosfoinositleri 

defosforile eder. Ayrıca hücre ya�ayabilirliğini de içeren çe�itli biyolojik 

olaylarda önemli rollere sahip olan fosfatidil inozitol (PI) 3-kinaz/Akt yolağının 

da negatif regülatörüdür 153. 
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HEK hücrelerinde ROCK aktivasyonu ile indüklenen PTEN Akt 

fosforilasyonunun redüksiyonuna aracılık eder152,154. Redüklenen PTEN 

aktivitesi endotel hücrelerinde155 ve kardiyomiyositlerde154 ROCK 

inhibisyonunun koruyucu etkisine aracılık edebilir. 

 

Düz kas hücrelerinde ROCK’un insülin reseptör substrat 1 

(IRS1) sinyallemesini ve PI3- kinaz aktivasyonunu negatif olarak regüle ettiği 

gösterilmi�tir156. Buna zıt olarak ROCK adipositlerde, kas hücre kültürlerinde 

ve izole soleus kasında ROCK‘un IRS1’i fosforillediği ve PI3- kinaz 

aktivasyonunun buna bağlı olarak arttığı gösterilmi�tir157. ROCK PI3-kinaz/Akt 

yolağının hem pozitif hem de negatif regülatörüdür.  

 

Son olarak Raf 1 bulunmayan embriyonik fibroblastlarda ROCK 

II aktivasyonunun ezrin fosforilasyonunun artması ile apoptozisi indüklediği 

bulunmu�tur158. 

2.4.2.5. Morfolojik Apoptotik Olayların Düzenlenmesinde ROCK’un Rolü 

 

ROCK hücre kasılması, membran tomurcuk olu�umu (blebbing), 

nükleer disintegrasyon ve apoptotik hücrelerin apoptotik cisimciklere 

fragmantasyonu gibi apoptozis de meydana gelen morfolojik olaylarda 

etkilidir. 

 

2.4.2.5.1. Membran Tomurcuk Olu�umu 

 

Apoptozis; salım, membran tomurcuk olu�umu ve 

kondensasyon olmak üzere üç bölümden olu�ur. Salım bölümünde ölen 
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hücre ekstrasellüler matriksle bağlantısını kaybeder; tek ba�ına yuvarlak bir 

hâl almaya bundan sonra membranda tomurcuklar olu�maya ba�lar. 

Membran tomurcuk olu�umundan  sonra kondensasyon bölümünde hücreler 

ya tek bir apoptotik cisime kondense olurlar  ya da birden çok apoptotik 

cisimciklere parçalanırlar. Plazma membran tomurcuklarının olu�umu MLC 

fosforilasyonu ve aktomiyozin kontraksiyonu ile regüle olur151. Membran 

tomurcuklarının ve apoptotik hücrelerin regülasyonunda kaspaz 3 aracılı 

ROCK I kesilmesi ve aktivasyonunun rölü ilk kez anti-Fas antikoru 

uygulanmı� jurkat hücrelerinde ve TNFα-uygulanmı� NIH3T3’te 

gösterilmi�tir15,16. Kaspaz 3 aracılı ROCK I aktivasyonu, MLC 

fosforilasyonunu  ve aktomyozin kontraktilitesini artırdığı için membran 

tomurcuk formasyonunda gerekli ve etkilidir15,16. Tomurcuk olu�umunda bu 

yolağın önemi daha sonra çe�itli hücre tiplerinde apoptotik uyarandan 

bağımsız olarak gösterilmi�tir159-164.  
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�ekil 12: Apoptozis süresinde ROCK bağımlı membran tomurcuk olu�umu (A) ve 

kaspaz aracılı Rock I kesilmesi (B)15. (PARP: bilinen kaspaz substratı) 

 

Bazı apoptotik durumlarda Rho bağımlı ve kaspaz bağımsız 

ROCK aktivasyonu ile de membran tomurcuk olu�umu gerçekle�ebilir 126,127. 

Bu süreçte  hem ROCK I hem de ROCK II etkili olabilir. 

 

Bunun dı�ında sitotoksik lenfosit granüllerinin indüklediği 

apoptoziste sadece ROCK II granzim B aracılı kesilme ile aktif hâle gelebilir. 

Aktif hâle gelen ROCK II kazpas 3 aktivasyonundan bağımsız olarak 

membran tomurcuk olu�umunu indükleyebilir17.  
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2.4.2.5.2. Apoptotik Hücrelerin Fragmantasyonu 

 

Apoptozisde hücre kendini apoptotik cisimciklere paketler. Bu 

�ekilde hücre içeriği dı�arı salınamaz. Bu apoptotik cisimcikler kom�u 

hücreler tarafından fagositozla uzakla�tırılır165. Apoptotik hücreler fagositoz 

için birçok deği�ime uğrar. Bunlar nükleer fragmantasyon, membran 

tomurcuklarının içine DNA parçalarının yeniden lokalizasyonu, hücre 

küçülmesi ve/veya apoptotik cisimciklere hücrenin fragmantasyonu 

�eklindedir. Ayrıca hücreler yüzeylerinde fagositik belirteçler eksprese 

ederler. ROCK aktivasyonu ve MLC fosforilasyonu DNA’nın fragmante olup 

tomurcuk ve apoptotik cisimcikler içine yerle�mesinde15 olduğu kadar NIH3T3 

hücrelerinde apoptotik nükleer disintegrasyonda da görevlidir166. ROCK 

aktivitesi ve aktomiyozin kontraksiyonu, apoptozisin ileri fazında bulunan 

hücrelerde endoplazmik retikulum formasyonuna ve kromatin içeren 

tomurcukların olu�umuna  e�lik eder160. 

 

Y27632 ile elde edilen ROCK inhibisyonu ile apoptotik COS-7 

ve PC12 hücrelerinde apoptotik hücrelerin fragmantasyonu önlenmi� ve golgi 

fragmantasyonu bloklanmı�tır167,168. ROCK bağımlı bu olaylar aktomiyozin 

kontraksiyonu ile ili�kilidir167,168.  

 

COS-7 hücrelerinde yapılan bir ba�ka çalı�mada,  apoptoziste 

görülen  apoptotik cisimciklere fragmantasyon ROCK inhibitörleri (Y-27632 or 

H-1152) uygulaması ile  önlenmi�tir168.  Kaspazlardan tarafından ROCK I 

kesilip aktive olurken ROCK II aktive olmamı�tır. Ölen hücrelerin 

fragmantasyonunu siRNA knock-down ROCK I inhibe ederken,  siRNA 

knock-down  ROCK II inhibe etmemi�tir. 

 



 34 

Bunun yanı sıra ROCK, aktomiyozin kontraksiyonundan 

bağımsız olarak fagositik belirteçlerin membran yüzeyinde ekspresyonunu 

kontrol etmektedir167. Y27632 varlığında apoptotik hücreler daha geç fagosite 

edildiğinden bu durum ROCK’un ölü hücrelerin fagositoz için hazırlanmasında 

önemli role sahip olduğunu göstermi�tir167. 

 

Yalnız Y27632 varlığında ölen Jurkat hücreleri inhibitör 

yoksunluğunda ölen hücrelerle aynı etkinlikte makrofajlar tarafından fagosite 

edildiğinden163, ölü hücrelerin fagositoz için hazırlanmasında ROCK’un 

öneminin hücre tipine ve/veya apoptotik uyarana göre deği�mekte olduğunu 

göstermi�tir. 

 

Bu bulgular ROCK’un apoptotik hücrelerin fragmantasyonunda 

önemli role sahip olduğunu ortaya koymu�tur. 

 

2.4.2.5.3. Apoptotik Hücrelerin Fagositozu  

 

Dokularda apoptotik hücrelerin yok olu�u makrofajların ve 

kom�u hücrelerin bu hücreleri fagosite etmesiyle gerçekle�ir. 

 

Son çalı�malar apoptotik hücrelerin temizlenmesinde, aktin 

hücre iskeleti regülasyonu üzerinde rolü olan Rho ve ROCK’un etkili olduğunu 

göstermi�tir169,170.  

 

 

Apoptotik hücrelerin yutulması sırasında Rho aktivitesinde 

azalma görülmü�tür170. Rho aracılı sinyallemenin inhibisyonu da apoptotik 
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hücrelerin uptake’ini güçlendirdiği için Rho’nun, bazal fagositozisi negatif 

olarak etkilediği bilinmektedir. Yutulma üzerinde bu inhibitör etkinin birinci 

sorumlusu ROCK olarak gösterilmektedir170. Apoptotik hücrelerin 

yutulmasında Rho/ROCK’un negatif etkisi komplement reseptör ve Fc 

reseptör aracılı fagositozlarda farklılık göstermektedir. 

 

Apoptotik hücrelerin fibroblastlardan ve makrofajlardan 

degredasyonu sırasında Rho/ROCK/ERM sinyalleme yolağı fagozomların 

olgunla�masına e�lik etmektedir169. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Gereç 

 

3.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler  

 

Uvabain (Sigma)  

Y27632 (Sigma) 

Bisinkoninik asit (Sigma)  

Bakır sülfat 

Tris HCI (Merck) 

Temed (Amresco)  

% 30 Akrilamid/Bis (Bio-Rad)  

Amonyum persülfat (Amresco)  

Bromofenol mavisi (Sigma) 

 β-merkaptoetanol (Sigma)  

Glisin  (Merck) 

Tween 20      

Sodyum dodesil sülfat (SDS) (Bio-Rad)  

Metanol (Merck)  

Nitrosellüloz membran (Bio-Rad)  

PVDF membran (Bio-Rad)  

Yağsız süt tozu (Pınar)  

Antikor ROCK 1 (BD)  

Anti Mouse  (Pierce)  

Anti Rabbit (Pierce) 

ECL (Amersham Biosciences) 

X-Ray Film (Agfa)  
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Developer-Geli�tirici (Kodak)  

Fixer-Sabitleyici (Kodak)  

PBS (Gibco) 

Fetal Sığır Serum  Gold (PAA) 

Kollajenaz  Type II (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. Kullanılan Aletler  

 

Hassas terazi (Shimadzu)  

Mikropipet (Eppendorf Research)  

Vortex (Firlabo)  

Bıçaklı Homojenizatör (IKA)  

Supersonic Homojenizatör (SONICS)  

Santrifüj (Nüve)  

Su banyosu (Nüve)  
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Plak okuyucu (Platereader)  

Çalkalayıcı (IKA)  

Isıtıcı (FALC)  

Elektroforez Tank (Bio Rad)  

Elektroforez Tank (Invitrogen)  

Tank Blot  (Invitrogen) 

Tank Blot (Bio Rad)  

Laminar Akımlı Kabin 

CO2 Etüvü (Sanyo) 

Faz Kontrast- Floresan Mikroskop (Leica) 

Mikroskop Kamerası (Leica DFC 420C) 

 

3.1.3. Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanı�ı 

 

Homojenizasyon Çözeltisi 

Tris-HCl                                                   50 mM 

NaCl                                                      400 mM 

EGTA                                                        2 mM 

EDTA                                                        1 mM 

DTT                                                          1 mM 

Roche                                      0.5 tablet/100ml 

NaF                                                          1 mM 

 

%8’lik SDS-Polyakrilamid Jel 

dH2O                                                       2.3 ml 

%30 Akrilamid                                         1.3 ml 

1.5M Tris (pH 8.8)                                   1.3 ml 

%10 SDS                                              0.05 ml 
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%10 APS                                              0.05 ml 

Temed                                                0.003 ml 

 

Üst SDS-Polyakrilamid Jel 

dH2O                                                    4.76 ml 

%30 Akrilamid                                      1.04 ml 

1M Tris (pH 6.8)                                   0.39 ml 

%10 SDS                                           0.065 ml 

%10 APS                                            0.050 ml 

Temed                                                0.005 ml 

 

10x Yürütücü Tampon Sistemi 

Tris Baz                                              250 mM 

Glisin                                                         2 M 

SDS                                                         %0.1 

 pH 8.3’e ayarlanır. 

 

Elektroforez Çözeltisi 

dH2O                                                     900 ml 

10xYürütücü Tampon Sistemi               100 ml 

 

Transfer Çözeltisi 

dH2O                                                     800 ml          

Metanol                                                 100 ml 

10xYürütücü Tampon Sistemi               100 ml 
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Örnek Tampon Sistemi (Laemmli) 

%10 SDS                                                20 ml 

Sükroz                                                     2.5 g 

Bromofenol mavisi                                 0.25 g 

Çözelti 0.5 M tris (pH 6.8) ile 45 ml’ye tamamlanır. Çözelti 1ml’lik hacimlerde 

bölünür ve -20 0C’de dondurulur. Kullanım öncesi 1 ml’lik hacimlere 110 µl β-

merkaptoetanol eklenir ve karı�tırılır. 

 

TBS-T  

Tris Baz                                                 3.03 g 

NaCl                                                           8 g 

Katı maddeler 1lt dH2O’da çözülür ve pH 7.4’e ayarlanır. Daha sonra 1lt için 

çözeltiye 1 ml Tween-20 eklenir. 

 

1x PBS : 

- PBS 10x                                              100 ml 

- Steril dist. H20                                     900 ml 

- Glukoz                                                       2 g          

- Çözelti laminar akımlı kabin içinde 0.2 µm filtreden geçirilip, falkonlara 

bölünür ve -200C de saklanır.  

  

Kollajenaz  Type II:   

- 0.2 g kollajenaz tartılıp 100 ml PBS’de oda ısısında çözülür. 

- Alimunyum folyoya sarılıp pH 7.4’e ayarlanır  (1 N NaOH ile). 

- Elde edilen %0.2’lik çözelti laminar akımlı kabin içinde 0.2 µm filtreden 

geçirilir ve 10 ml’lik falkonlara bölünüp -200C’de  kadar saklanır. 
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Medium199 Earles 10X: (Stok Kültür Ortamı) 

- M199 10X                                             10 ml      

- Steril dH20                                90 ml 

- Çözelti laminar akımlı kabin içinde hazırlanır,  50’lik falkon tüplerine bölünür, 

+40C’de saklanır. 

- Hazırlanan Medium199 Earles 1X ‘’tam besiyeri’’ hazırlamada kullanılır. 

 

Tam M199:  

- Glutamin 0.2 M                                       1 ml  

- HEPES   1 M                                       1,5 ml 

- NaHCO3  %7,5 (w/v)                            1,8 ml  

- Penisilin-streptomisin                             1 ml  

- Fetal sığır  serumu                               10 ml    

- Tüm bu miktarlar steril behere konur üzerine 100 ml’ye tamamlanacak kadar 

M199 stok eklenir, 50’lik falkon tüplerine bölünüp 1 haftaya kadar +40C’de 

saklanabilir. 

 

Paraformaldehit: 

1g paraformaldehit tartılır ve üzerine 10 ml dH2O ilave edilir. 600C‘de ısıtılır. 

Üzerine 1 damla 1 M NaOH ilave edilir ve büyük bir kısmı eriyene kadar 

ısıtmaya devam edilir. Stok 0.2 µm’lik filtreden süzülür. % 10’luk 

paraformaldehit stok çözelti elde edilir. %10’luk stoktan 2 ml alınıp üzerine 8 

ml PBS konulursa % 2’lik 10 ml çözelti elde edilir. 

 

Triton X-100: 

100 µl triton x100 alınır ve 100 ml’ye PBS ile tamamlanır. Elde edilen triton % 

0.1’liktir. 
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 Rhodamin-Phalloidin: 

1 mg stok rhodamin-phalloidin 1 ml DMSO’da çözülür. I�ıktan korunması için 

alüminyum folyoya sarılır. Stoktan 250 µl alınarak üzerine 4750 µl PBS ilave 

edilir. 50 µg/ml konsantrasyona sahip çözelti elde edilir.  

 

DAPI: 

1 g DAPI 5000 µl dH2O ile çözülür. Buradan 5 µl alınır ve 10 ml’ye 

tamamlanır. Elde edilen çözelti konsantrasyonu 0.1 µg/ml’dir.  

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Endotel Hücre Kültürü 

 

Đnsan umbilikal ven endotel hücreleri (HUVEC), insan umbilikal 

kord veninden Baudin ve ark.’nın tanımladığı �ekilde171, kollajenazla 

enzimatik disagregasyon sonucu izole edilip %10 fetal sığır serumu (FBS) 

içeren ‘’Tam M199’’ besiyeri ile flasklarda ve lama kültüre edilmi�tir. 

Çalı�mada primer hücre kültürü kullanılmı�tır. 

 

 Đzolasyon �u �ekilde gerçekle�tirilmi�tir; doğumdan sonra alınan 

göbek  kordonu steril ko�ullarda Krebs-Henseleit çözeltisi içinde ta�ınmı�tır. 

Laminar akımlı kabin içinde steril 6 numara beslenme katateri, umbilikal ven 

içine döndürülerek yerle�tirilir. Önceden su banyosunda 370C’ye getirilen 1x 

PBS 20cc’lik enjektöre çekilir ve kanül yardımıyla damar yava� yava� yıkanır. 

Bu �ekilde kırmızı kan hücreleri venden uzakla�tırılmı� olur. Farklı bir enjektör 

370C’ye kadar ısıtılmı� % 0.2’lik  kollajenazla doldurulur ve damara verilir. 

Kollajenaz diğer taraftan akmaya ba�ladığında damarın alt ucu bağlanır. 
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Mümkün olduğu kadar kollajenazın damara verilmesi sağlanır. Ven iyice 

kollajenazla �i�irildikten sonra kanül takılı uçta bağlanır. Kord büyük petri 

kabında inkübatöre konur ve 10 dk. beklenir. Kollajenazla inkübasyondan 

sonra 20 cc’lik enjektöre 370C’deki PBS ve ‘’tam M199 besiyeri’’ 1:1 oranında 

karı�tırılarak çekilir ve damar laminar akımlı kabin içinde yıkanarak 50ml’lik 

falkona içerik toplanır. Toplanan içerik 15ml’lik falkonlara e�it miktarlarda 

bölü�türülür ve oda ısısında 1500 rpm’de 10 dk santrifüjlenir. 10dk sonunda 

laminar akımlı kabin içinde falkonlardan süpernatantlar atılır. Falkonlardaki 

pelletler ’’tam M199 besiyeri’’ ile pipetlenerek resüspande edilir. T-25 flask’a 

toplam hacim 5ml olacak �ekilde ekilir. Flask kapağı gev�etilerek inkübatör 

içine konulur. Flask 370C’de %95 hava %5 CO2 bulunan ortamda inkübe 

edilir. 1 gün inkübatörde bekleyen flask, besiyeri ertesi gün deği�tirilir 

(besiyeri çekilir, 370C’deki 5ml PBS ile yıkanır ve 370C’de taze besiyeri 

konur). Bu �ekilde flaska yapı�mayan hücreler uzakla�tırılmı� olur. Besiyeri 

deği�imi sonrası mikroskop altında hücrelerin yüzeye yapı�ıp 

yapı�madıklarına bakılır. Kültürler günlük olarak kontrol edilir. Besiyerinin 

rengi ve morfolojisi ile hücrelerin yoğunluğu gözlenir. Hücrelerin tutundukları 

yüzeyi kaplayana kadar 2  günde bir ‘’tam M199 besiyeri’’ ile besiyeri deği�imi 

yapılır.  Yüzeyi kaplayan hücreler morfolojik olarak parke ta�ı görünümü 

sergilemektedirler. 

 

Dokudan izole edilen endotel hücreleri kabın yüzeyini %100  

tabaka �eklinde kapladıktan sonra deneye alınmı�tır. Hücreler farklı  dozlarda 

uvabain ve Rho kinaz inhibitörü olan Y27632 ile inkübe edilmi� ve Western-

Blot yöntemi ile çe�itli protein ekpresyonlarına bakılmı�tır. Ayrıca uvabain 

uygulanmı� hücrelerde immünofloresan boyama da yapılmı�tır. Flasklarda 

kültüre edilen endotel hücrelerine zaman ve doz bağımlı ilaç uygulaması 
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sonucu, hücreler faz kontrastta morfolojik olarak incelmi� ve hücrelerin 

fotoğrafı çekilmi�tir. 

 

3.2.2. Faz Kontrast Mikroskobi 

 

T25 flasklara ekilen hücreler, ekilen alanı tamamen kapladıktan 

sonra flasklara ilaç uygulanmı�tır. Đlaç inkübasyon süresinden sonra 

hücrelerin 3-8 flasktan en az 3 farklı alanda faz kontrastta fotoğrafları 

çekilmi�tir. Çekilen fotoğraflarda daha sonra tomurcuklu hücre, yüzen hücre 

ve tutunan hücreler sayılmı�tır. Hücre sayıları toplam hücre sayısının %’si 

olarak hesaplanmı�tır. 

 

3.2.3. Floresans Mikroskobi 

 

Hücre izolasyonundan önce lam, hücrelerin yapı�ması için 

%1’lik jelatin ile kaplanır. 8 çukurlu lamın içine 500µL %1’lik jelatin 

çözeltisinden konur ve 40 dk. laminar akımlı kabin içinde tutulur.  40 dk. 

sonunda çukurlardan jelatin çözeltisi çekilir ve 40 dk. daha beklenir. Daha 

sonra resüspande edilmi� hücrelerden e�it hacimde çukurlara konularak ekim 

gerçekle�tirilir.   

 

8 çukurlu lama ekilen hücrelere ilaç uygulaması sonucu floresan 

i�aretleme yapılmı�tır.  
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Tablo 1: Lama ilaç uygulamasının gösterimi. Lamın 2, 4, 6 ve 8. çukurlarına 10µµµµM 
Y27632 uygulanır. 30 dk. inkübasyondan sonra lamın 3, 4, 7 ve 8. çukurlarına 10µµµµM 
uvabain uygulanır ve 16 saat inkübasyon gerçekle�tirilir. 

1 

 

 

     Kontrol 

 

 

2 

 

 

10µM Y27632 

3 

 

 

10µM Uvabain 

4 

 

10µM Uvabain 

         + 

10µM Y27632 

 

 

5 

 

      

 Kontrol 

6 

 

 

10µM Y27632 

7 

 

 

10µM Uvabain 

8 

 

10µM Uvabain 

          + 

10µM Y27632 

 

 

 

Lamın 2, 4, 6 ve 8. çukurlarına 10µM Y27632 uygulanır. 30 dk. 

inkübasyondan sonra lamın 3, 4, 7 ve 8. çukurlarına 10µM uvabain uygulanır 

ve 16 saat inkübasyon gerçekle�tirilir. Đlaç inkübasyon sonrası lamın her 

çukuru 2 kez 500µl soğuk PBS ile hafif çalkalanarak yıkanmı�tır. Hücreler % 

2’lik taze hazırlanmı� 500µl paraformaldehit ile oda sıcaklığında 15dk fikse 

edilmi�tir. Fiksasyon sonrası her bir çukur 4 kez 500µl PBS ile yıkanır. 

Hücreler 500µl % 0.1 Triton X-100 ile 5 dk. permeabilize edilir. Daha sonra 3 

kez 500µl PBS ile yıkanır. Hücreler 50µg/ml rhodamine-phalloidin ile 40dk 

oda sıcaklığında boyanır. 40dk sonrasında hücreler 3 kez 500µl PBS ile 

yıkanarak bağlanmamı� falloidin  uzakla�tırılır. Nükleik asitler de boyanmak 

isteniyorsa DAPI boyamaya geçilir. Hücreler yıkandıktan sonra hazırlanan 
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0.1µg/ml konsantrasyona sahip DAPI çözeltisinden 250µl hücreler üzerine 

ilave edilerek oda ısısında 5dk boyunca boyama gerçekle�tirilir. DAPI 

boyama sonrası hücreler 500µl PBS ile 3 kez yıkanır. Yıkama sonrası 8’li 

çukurlu lamın kenarları çıkartılır; Slow Fade Anti Kit (2x’lik solüsyon filtre 

edilmi� distile su ile 1:1 oranında dilüe edilir) ile kapatılır. Lamın 2 çukuruna 

1’er damla prolong anti fade damlatılır. 450 açı ile lamel  lamın üzerine 

kapatılır ve kurumaya bırakılır. Preparatlar floresan ata�manlı Leica DMIL 

mikroskobu ile incelenerek Leica DFC 420C kamera ile kaydedilmi�tir. F-aktin 

ve DAPI görüntüleri Photoshop CS2 programı ile birle�tirilmi�tir. 

 

3.2.4. Kültüre Hücrelerden Hücre Lizatlarının Hazırlanması 

 

Belirlenen dozlarda ve zamanda uvabain ve Y27632 uygulanan 

hücreler flasktan 2 ml medyum ile kazınır. Đçerik 2ml’lik eppendorflara alınır ve 

900g’de 10 dk. oda sıcaklığında santrifüj edilir. Santrifüj sonrası eppendorftaki 

süpernatant atılır ve pellet 100µl 10mM HEPES, 0.32 M sukroz, 0.1 mM 

EDTA ve 1/20 hacim fenil methanosülfonil fluorid içeren tamponda ultrasonik 

homojeniztör kullanılarak homojenize edilir. Đçerik 10500 rpm’de 10 dk. 

+40C’de santrifüj edilir. 10 dk. sonunda süpernantlar alınır ve –800C’de 

saklanır. 

 

 3.2.5. Protein Miktar Tayini 

 

Santrifüj sonrası homojenatların total protein konsantrasyonu 

Bisinkoninik Asit yöntemi kullanılarak yapılmı�tır. Örnekler 1:7 oranında dilüe 

edildikten sonra plakanın her kuyucuğuna 20µl olmak üzere 2’�erli olarak 

konulmu�tur. Üzerlerine 1:50 oranında karı�tırılmı� %4 bakır sülfat ve 
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bisinkoninik asit karı�ımı ilave edilmi�tir. Plak 370C’de 30 dk. bekletildikten 

sonra 562nm’de okutulmu�tur. Sığır serum albümini standartlarına kar�ı 

okutulan değerlerden hareketle örneklerin protein miktarı hesaplanmı�tır.  

 

3.2.6. Western Blot 

 

Rho kinaz ve kaspaz 3 protein ekspresyonlarının belirlenmesi 

Western blot yöntemine göre yapılmı�tır. 

 

Protein miktar tayininden sonra örnekler 1:1 oranında Örnek 

Tampon Sistemi (Laemmli) ile karı�tırılıp ve 95-1000C’de 3 dk. kaynatılmı�tır. 

Denatürasyon sonrası hazırlanan jellere, hesaplanan e�it miktarlarda 

örneklerden yükleme yapılmı�tır. Rock I için %8’lik, kaspaz 3 için ise %4-12’lik 

kademeli  SDS-polyakrilamid jel kullanılarak proteinlerin elektroforez i�lemi ile 

ayrımı sağlanmı�tır. Elekroforez 120V, 400mA’de 120 dakika yapılmı�tır.  

 

Proteinlerin transfer i�leminde ROCK I için nitroselüloz 

membran (35 V, 350 mA, 60 dk.) , kaspaz için ise PVDF membran 

kullanılmı�tır (6V, 75mA, 20 dk.). 

 

Her iki protein için %5‘lik süt tozu kullanılarak 1 saat bloklama 

i�lemi gerçekle�tirilmi�tir. 

 

%5’lik süt tozunda 1:500 dilüsyonda monoklonal Rho kinaz 

antikoru ve monoklonal kaspaz 3 antikoru hazırlanmı� ve bloklama 

sonrasında membranlar gece boyunca +4C’de birincil antikorlarla 

inkübasyona bırakılmı�tır. 
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Birincil antikor sonrası membranlar %5‘lik süt tozunda 1:1000 

dilüsyonda hazırlanan enzim konjuge ikincil antikorla 2 saat boyunca inkübe 

edilmi�tir (ROCK I için anti-fare, kaspaz 3 için anti-tav�an). 

 

 Antikorla inkübasyon sonrası membranlar ECL çözeltisi ile 

muamele edilmi�tir. Membranda kemilüminesan olay sonucu olu�an bantlar  

karanlık odada x-ray filmine aktarılmı�tır. Filmde olu�an bantların bilgisayarda 

‘’Scion Image’’ programı ile dansitometrik olarak miktar tayini yapılmı�tır.   

 

3.2.7. Đstatistiksel Analiz 

 

Hücre lizatlarındaki Rho-kinaz ve kaspaz 3 enzim 

ekspresyonlarının ölçümünde Student ortalamalar arası “unpaired” t testi, 

çoklu kar�ıla�tırmalarda ise tek yönlü Varyans (ANOVA) analizi kullanılmı�tır, 

ortalama ± ortalamaların standart hatası �eklinde ifade edilmi�tir. P < 0,05 

düzeyi istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmi�tir. 



 49 

4. BULGULAR 

 

4.1. Endotel Hücre Morfolojisi ve Hücre Tutunması Üzerinde Uvabainin 

Etkileri 

 

4.1.1. Faz Kontrast Mikroskobik Bulgular 

 

Đnsan umbilikal ven endotel hücrelerine 16 saat 10µM uvabain 

uygulaması hücrelerin büyük oranda zeminden ayrılmasına (detachment) ve  

apoptozisin göstergesi olan membran tomurcuk olu�umuna neden olmu�tur. 

Uvabain aracılıklı bu etkiler üzerinde ROCK’un rolünü saptamak için 

hücrelere spesifik bir ROCK inhibitörü olan Y27632 uygulanmı�tır. Uvabain 

uygulaması öncesi, hücreler 30 dk. boyunca 10µM Y27362 ile inkübasyonu, 

tomurcuk olu�umunu inhibe etmi�tir. Bu durum ROCK’un uvabain ile 

indüklenen membran tomurcuk olu�umunda etkili olduğunu 

dü�ündürmektedir. Endotel hücrelerine yalnız Y27632 uygulandığında 

hücrelerin kontrole göre faz kontrast görüntüleri arasında herhangi bir 

morfolojik farklılık belirlenmemi�tir (Resim 1).  
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Resim 1: Đlaç uygulama sonrası hücrelerin faz kontrast görüntüleri. A: kontrol, B: 10µM Y27632, C: 10µM uvabain, D: 10µM 
uvabain + 10µM Y27632 ön uygulama. 10µM uvabain inkübasyonu apoptotik membran tomurcuklanmasını indüklerken, 10µM 
Y27632 ön uygulaması bu etkiyi inhibe etmi�tir. Tomurcuklu hücreler kırmızı okla, yüzen hücreler mavi okla gösterilmi�tir. 
(fotoğraflar X100 büyütme ile çekilmi�tir)
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Uvabainin hücre tomurcuklanması üzerindeki bu etkisi doz 

bağımlıdır. 10µM 16 saat uvabain uygulanmı� endotel hücrelerinde 

tomurcuklu hücre sayısı % 48.41 ± 2.445 (n = 8) bulunmu�tur. Bu değer 

uvabainle birlikte Y27632 uygulandığında anlamlı olarak azalmı�tır [ % 10. 

34 ± 1. 529 (n = 5)] (Grafik 1). 

 

 

 
Grafik 1: Uvabainin ve Y27632’nin ön uygulamasının tomurcuklu hücre sayısına 

etkisi. Uvabain doz bağımlı membran tomurcuk olu�umunu artırırken, Y27632 ön 

uygulaması uvabainin neden olduğu tomurcuklu sayısını azaltmı�tır. * Uvabain 

uygulanmı� ve kontrol gruplar arasında, #  10µM uvabain uygulanmı� ve 10µM 

uvabain + 10µM Y27632 uygulanmı� gruplar arasında anlamlı farklılık (p < 0,05). 
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Yüzen hücre sayısında uvabain uygulanmı� hücrelerde 

kontrol gruba göre anlamlı bir artı� görülürken, Y27632’nin ön 

inkübasyonu,  uvabain uygulanmı� gruba göre yüzen hücre sayısında 

anlamlı bir deği�ikliğe neden olmamı�tır (Grafik 2).   

 

 

 
Grafik 2: Uvabainin ve Y27632’nin ön uygulamasının yüzen hücre sayısına etkisi. 

10µm uvabain yüzen hücre sayısını artırmı�tır. * Uvabain uygulanmı� ve kontrol 

gruplar arasında anlamlı farklılık (p < 0,05). 

 

Uvabainin neden olduğu tutunmu� hücre sayılarındaki 

anlamlı azalı� doz bağımlıdır. 10µM uvabain, tutunmu� hücre sayısını % 

98.57 ± 0. 583 (n = 3)’ten, % 43.64 ± 2.55 (n = 8)’e dü�ürmü�tür. Y27632 

ön uygulaması 10µM uvabain uygulanan gruba göre tutunmu� hücre 

sayısını % 43.64 ± 2.55 (n = 8)’den, %83.18 ± 1. 09 (n = 5)’a çıkartmı�tır 

(Grafik 3). 
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Grafik 3: Uvabainin ve Y27632’nin ön uygulamasının tutunmu� hücre sayısına 

etkisi.  Doz bağımlı olarak uvabain tutunmu� hücre sayısını azaltmı�tır. Y27632 ön 

uygulaması ise 10µm uvabainin neden olduğu tutunmu� hücre sayısındaki azalı�ı 

inhibe etmi�tir. * Uvabain uygulanmı� ve kontrol gruplar arasında, #  10µM uvabain 

uygulanmı� ve 10µM uvabain + 10µM Y27632 uygulanmı� gruplar arasında anlamlı 

farklılık (p < 0,05). 

 

4.1.2. Floresans Mikroskobik Bulgular 

 

Uvabain uygulanmasının hücre morfolojisinde ne gibi 

deği�iklikler olu�turduğu ve bunun ROCK inhibisyonundan nasıl 

etkilendiğinin belirlenebilmesi için faz kontrast mikroskobisine ek olarak 

floresans mikroskobisi de kullanılmı�tır. Uvabain uygulanan hücrelerde 

kontrole göre aktin liflerinde azalma ve belirlenebilen kopmu� hücrelerde 

apoptotik tomurcuklanma olu�tuğu gözlenmi�tir. Yalnızca Y27632 

uygulanan hücrelerde ise hücre içi aktin liflerinde belirgin azalmanın 

yanında hücrelerin geni�lediği görülmü�tür. 
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Uvabain uygulanmadan önce Y27632 ön uygulaması 

uvabain aracılıklı tomurcuklanmaların inhibisyonuna neden olurken hücre 

hacminde de belirgin azalmayla karakterize hücre büzülmesine neden 

olmu�tur. Ayrıca hücreler arasında f-aktin liflerinden bir ağ olu�umuna 

neden olarak hücrelerin bir arada tutulmasını sağladığı gözlenmi�tir 

(Resim 2 ve 3). 
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Resim 2: Uvabain ve Y27632 uygulanan hücrelerde aktin filamentlerin formasyonu 

ve membran tomurcuk olu�umu. Fikse edilen hücreler F-aktin’e spesifik rhodamin-

falloidin, nükleik asitlere spesifik DAPI ile boyanmı�tır. 10µM uvabain apoptozisin 

göstergesi olan tomurcuklanmaya neden olurken, 10µM Y27632 ön uygulaması 

uvabainin bu etkisini geri çevirmi�tir. (fotoğraflar X400 büyütme ile çekilmi�tir) 

(Fotoğraflar Adobe Photoshop CS2 programı ile birle�tirilmi�tir.)  
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Resim 3: Resim 2’deki birle�tirilmi� görüntülerden yakınla�tırılmı� alanlar. A: 

kontrol, B: 10µM Y27632, C: 10µM uvabain, D: 10µM uvabain +  10µM Y27632 ön 

uygulama. F-aktin bantları sarı ok, tomurcuklu hücre kırmızı ok ve Y27632 ön 

uygulamasının neden olduğu ağ olu�umu ye�il ok ile gösterilmi�tir. 

 

 

4.2. Uvabainin ROCK I Aktivitesi Üzerindeki Etkisi 

 

ROCK’un aktin-miyozin kasılmasını kontrol etmesinden 

dolayı membran tomurcuklanmasının olu�umunda önemli bir role sahip 

olduğu bilinmektedir. Endotel hücrelerine 16 saat 10µM uvabain 

uygulaması sonucu 130kDa molekül ağırlığına sahip olan ROCK I’in aktif 
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formunda kontrol grubuna göre anlamlı bir artı� görülmü�tür. Bu bulgular 

uvabainin neden olduğu membran tomurcuklanmasının olu�umunda, 

ROCK I’in aktivasyonunun rol oynadığını göstermektedir. 

 

 

 
�ekil 13: Uvabain uygulanmı� ve kontrol grubu hücre lizatlarındaki ROCK I 

ekspresyonu. Temsili immünoblotlar (A). ROCK I ekpresyonu için yapılan 

dansitometrik analiz (B). Uvabain aktif ROCK I olu�umunu artırmı�tır. * Uvabain 

uygulanmı� ve kontrol gruplar arasında anlamlı farklılık (p < 0,05). 
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4.3. Uvabainin Kaspaz 3 Aktivitesi Üzerindeki Etkisi 

 

Apoptozisin farklı �ekillerde indüklenmesi, kaspaz 3’ün aktif 

fragmentasyonuna neden olmakta ve aktif kaspaz 3 de, 160 kDa’luk inaktif 

rock’un 130 kDa’luk aktif formuna dönü�mesine neden olmaktadır. 

 

Uvabain uygulanmı� hücrelerde kaspaz 3 aktivasyonu ve 

ROCK fragmentasyonun e� zamanlı gerçekle�ip gerçekle�mediğinin 

belirlenmesi için endotel hücrelerine uvabain uygulanmı� ve daha sonra 

hücre lizatlarında western blot yöntemi ile aktif kaspaz formunun bulunup 

bulunmadığı belirlenmeye çalı�ılmı�tır. 16 saat 10µM uvabain uygulanmı� 

hücrelerde aktif kaspaz 3 olu�umunun kontrol grubuna göre anlamlı olarak 

arttığı belirlenmi�tir. 
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�ekil 14: Uvabain uygulanmı� ve kontrol grubu hücre lizatlarındaki kaspaz 3 

ekspresyonu. Temsili immünoblotlar (A). Kaspaz 3 ekpresyonu için yapılan 

dansitometrik analiz (B). Uvabain aktif kaspaz 3 olu�umunu arttırmı�tır. * Uvabain 

uygulanmı� ve kontrol gruplar arasında anlamlı farklılık (p < 0,05).   
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5. TARTI�MA 

 

Bu tez kapsamında yapılan çalı�malarda, kronik uvabain 

uygulamasına bağlı hücre ölümleri ve apoptozisin mekanizmasında Rho 

kinaz enziminin olası rolü incelenmi�tir.  

 

Hem faz kontrast hem de floresan mikroskobik çalı�malar, 

uvabainin endotel hücrelerinde apoptotik membran tomurcuk olu�umuna 

neden olduğunu göstermi�tir. Spesifik bir ROCK inhibitörü olan Y27632 ön 

uygulaması tomurcuk olu�umunu inhibe etmi�tir.  

 

Tomurcuklu hücre miktarı sayısal olarak değerlendirildiğinde, 

uvabain (1µM ve 10µM ) uygulamasının tomurcuklu hücre sayısında doz 

bağımlı bir artı�a neden olduğu belirlenmi�tir. 

 

16 saat 10µM uvabain, hücrenin sustratumdan ayrılmasına 

neden olmu�tur. Bu bulgu Orlov ve ark.4 yaptığı çalı�ma ile uyumluluk 

göstermektedir.  

 

Vagin ve ark.68 ve Contreras ve ark.66,67’nın yaptıkları 

çalı�malar, Na+/K+ ATPaz’ın inhibisyonu sonucu hücrelerin birbirinden ve 

substratumdan ayrıldığını göstermi�tir. Bu nedenle uvabainin Na+/K+ 

ATPaz’ın inhibisyonuna neden olup hücrelerin substratumdan kalkması 

sonucu apoptozisi indüklediği dü�ünülebilir. 

 

1µM ve 10µM uvabain anlamlı olarak tutunan hücre sayısını 

azaltmı�tır. Y27632 ön uygulaması ise bu etkiyi yine geri çevirmi�tir. 
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    Uvabain, kaspaz 3 ve ROCK I kesilmesini indüklemektedir. 

Geli�en ROCK aktivasyonu ile de membran tomurcuk olu�umu 

gerçekle�mektedir. Kaspaz 3 aracılı ROCK I aktivasyonu, MLC 

fosforilasyonunu ve aktomyozin kontraktilitesini artırdığı için membran 

tomurcuk olu�umunda gereklidir15,16. Bu bulgular uvabainin neden olduğu 

apoptoziste, Rho kinazın önemli bir rol oynayabileceğini göstermektedir. 

 

Uvabain ve Y27632’nin birlikte uygulandığı hücrelerde 

spesifik olarak yoğun bir hücre büzülmesi görülmü�tür. Tek ba�ına 

uvabain uygulandığında bu etkinin görülmemesi, gözlenen hücre 

büzülmesinde ROCK inhibisyonunun katkısının olduğunu 

dü�ündürmektedir. Uvabain tarafından Na+/K+ ATPaz inhibisyonuyla hücre 

içi iyonik dengenin deği�tirilmesi, diğer taraftan ROCK inhibisyonuyla olası 

F-aktin-membran kanal proteinleri etkile�iminin bozulması birlikte bu 

etkinin olu�masına neden olabilir. Ancak bu olayın mekanizmasının 

aydınlatılabilmesi için daha detaylı çalı�malara gerek vardır. 

 

Damar endotel hücrelerinin yapısal ve fonksiyonel bütünlüğü 

kan akımının sürdürülebilmesi için gereklidir.  

 

Damar endotel hücre apoptozisi hipertansiyonda görülen 

vasküler remodelingdeki damar disfonksiyonuna katkıda bulunmaktadır179. 

 

Esansiyel hipertansiyon olgularında endojen uvabain 

düzeyinin yükselmesi, endotel hücrelerini bu madde için hedef haline 

getirmektedir. Dolayısıyla uvabainin endotel hücrelerinde aponekrotik 

ölümleri indüklemesi, bu maddenin apoptotik etki mekanizmasının 

aydınlatılmasını önemli hale getirmektedir. 
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Bununla birlikte hipertansif olgularda yükselen endojen 

uvabain düzeyleri bu maddenin endotel hücrelerinde in-vitro apoptozis 

olu�turan konsantrasyonlarından oldukça dü�üktür. Ancak in-vitro 

deneylerde uvabain uygulaması 24 saat gibi sürelerle kısıtlıdır. Çok daha 

uzun süreli daha dü�ük uvabain düzeylerinin endotel hücreleri üzerindeki 

etkileri tam olarak bilinmemektedir. Uvabain tarafından indüklenen 

aponekrotik mekanizmaların bu uzun süreli maruziyet sonrasında da 

tetiklenebileceğini göz önünde bulundurmak gerekir. 

 

Uvabain ve benzeri kardiyak glikozidlerin çe�itli tümör 

hücrelerinde sitotoksik etkiye sahip oldukları gösterilmi�tir. ROCK 

inhibitörleri ise tümör hücre invazyonunu inhibe etmektedir. Bu özellikleri 

nedeniyle her iki grup bile�iğin antikanser ilaç olarak geli�tirme çalı�maları 

devam etmektedir.  

 

Uvabain aracılıklı hücre kopmasının ROCK inhibitörü 

tarafından önlenmesi, her iki ilaçla kombine kanser tedavi potansiyeli 

ta�ıması açısından klinik bir önem olu�turabilir. Ancak endotel 

hücrelerinde gözlenen bu durumun, kanser hücreleri kullanılarak yapılan 

çalı�malarda sınanması gerekir.  
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6. SONUÇ 

 

Oubainin indüklediği hücre ölümleri ve apoptoziste Rho 

kinazın olası rolü insan umbilikal ven endotel hücrelerinde (HUVEC) 

ara�tırılmı�tır. 

 

Sonuçlarımız uvabainin indüklediği hücre kopması ve 

membran tomurcuk olu�umunda Rho kinazın önemli bir rolü olduğunu 

göstermi�tir. Bu bulgular endojen uvabain düzeylerinin yükseldiği 

esansiyel hipertansiyon olgularında önemli olabilir. Ayrıca bulgularımız 

kanser hastalarında, uvabain ve ROCK inhibitörleri ile kombine tedavi 

olasılığını ima etmektedir. 
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7. ÖZET 

 

Oubainin indüklediği hücre ölümleri ve apoptoziste Rho 

kinazın olası rölü insan umbilikal ven endotel hücrelerinde (HUVEC) 

ara�tırılmı�tır. 

 

HUVEC doğumdan sonra alınan umbilikal kordlardan izole 

edilmi� ve yalnızca primer hücreler deneylerde kullanılmı�tır. Endotel 

hücreleri yapı�tıkları yüzeyi tamamen kaplayınca, hücrelere uvabainin 

(0.1-10µM, 16 saat) farklı konsantrasyonları ile ROCK inhibitörü olan 

Y27632 (10µM)  uygulanmı�tır. Hücre morfolojisi ve yapı�tıkları yüzeyden 

kalkmaları faz kontrast ve floresan mikroskobi ile, ROCK I ve kaspaz 3 

ekspresyonları immünoblotlama ile ölçülmü�tür.      

 

Uvabainin, hücre kopmasına ve membran tomurcuk 

olu�umuna neden olduğu bulunmu�tur. Ayrıca 10µM uvabain uygulaması 

endotel hücrelerin tomurcuklu hücre sayısını anlamlı olarak artırmı�tır. 

Y27632 ön uygulaması ise uvabainin indüklediği membran tomurcuk 

olu�umunu  anlamlı olarak inhibe etmi�tir.  Uvabain yüzen ölü hücre 

sayısını da anlamlı olarak artırmı�tır.  Fakat Y27632 ön uygulaması yüzen 

hücre sayısında anlamlı bir deği�ikliğe neden olmamı�tır. HUVEC’te 

uvabainin hücre kopmasına etkisi doz bağımlıdır. Bu etki Y27632 ön 

uygulaması ile geri çevrilmi�tir. ROCK I ve kaspaz 3’ün aktif 

fragmantasyonu da 10µM uvabain uygulanmı� hücrelerde anlamlı olarak 

artmı�tır.                                                                                                                               

 

 Sonuçlarımız uvabainin indüklediği hücre kopması ve 

membran tomurcuk olu�umunda Rho kinazın önemli bir rolü olduğunu 

göstermi�tir. Bu bulgular endojen uvabain düzeylerinin yükseldiği 

esansiyel hipertansiyon olgularında önemli olabilir. Ayrıca bulgularımız 
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kanser hastalarında, uvabain ve ROCK inhibitörleri ile kombine tedavi 

olasılığını ima etmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler : uvabain, Rho kinaz, apoptozis, HUVEC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 66 

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 (0.1-10µM, 16 hours)  and Y27632 (10 µM) , a Rho kinase 

inhibitor. Cell morphology, detachment and ROCK I 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 (10µM) 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 I and caspase 3 were significantly higher in 10µM 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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