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1. GIRIS

Na'/ K* ATPaz (veya sodyum pompasi) hiicre ici elektrolit ve
sivi dengesini saglar ve hicre icin gerekli olan glukoz ve bircok farkli

bilesigin hiicre icine girmesini kolaylastirir2=,

18. yy’da William Withering'in “digitalis purpurea” bitkisini
konjestif kalp yetmezligi tedavisinde kullanmaya baglamasindan bu yana
kardiyak glikozidler bilinmektedir*. Na*/ K* ATPaz, kardiyak glikozidler icin

bilinen tek membran reseptérudur.

Bir kardiyak glikozid olan uvabainin, Na'/ K' ATPaza
baglanarak enzimin iyon pompalamasini inhibe etmesi disinda kiguk
dozlarda da enzimin kismi inhibisyonuna neden olarak cesitli hiicre ici sinyal

mekanizmalarini aktive ettigi gosterilmistir>®”’.

Son yillarda yapilan caligmalar, uvabain ve benzeri kardiyak
glikozidlerin memelilerde endojen olarak bulundugunu gdstermistir®®.
Uvabain ve benzeri kardiyak glikozidlerin endojen olarak bulundugunun
belirlenmesinden sonra bu maddelerin fizyolojik ve patolojik olaylardaki

rolinin aydinlatilmasi i¢in ¢ok sayida arastirma yapilmistir.

Artmis endojen uvabain dizeylerinin esansiyel hipertansiyon
ile iliskili oldugu bulunmustur'®*. Rodentlere kronik uvabain uygulanmasi

ise bu hayvanlarda hipertansiyon gelisimine aracilik etmektedir*?.

Diger taraftan uvabainin endotel hicresi ve bazi kanser hicre
dizilerinde apoptozisi indikledigi g6steriimistir’. Ancak bu olaylarin

mekanizmasli tam olarak anlasilamamistir.



Hucre ic¢i birgcok sinyalleme mekanizmasina aracilik eden
kiiclik G proteini rho’nun memelilerde en az 10 iiyesi bulunmaktadir'®. Rho-
kinazlar (ROCK), kucuk G proteini olan rho-A’nin en iyi tanimlanmis

efektorlerinden birisidir'*,

Rho-kinazin ROCK 1 ve ROCK 2 olarak adlandirilan 2

izoformu bulunmaktadir>**

. Rho-kinazlarin bir¢cok fizyolojik ve patolojik
olayda rol oynadiklari go6sterilmigtir. Diz kas kasiimasi, sekretuvar
aktivitelerin ve endotel hiicre permeabilitesinin dizenlenmesi gibi fizyolojik
olaylar ile hipertansiyon, preeklampsi ve kanser gibi cesitli patolojiler, bu

enzimlerin yer aldi§i olaylar arasinda sayilabilir'®.

Yukarida belirtildigi gibi uvabain ve rho-kinazlarin rol oynadigi
bircok patolojik olay birbirleri ile drtigsmektedir. Dolayisiyla uvabain aracilikli
bu patolojilerde, bu maddenin etkisine rho-kinaz enziminin aracilik etmesi
olasidir. Biz de bu tez kapsamindaki calismalar ile uvabain aracilikli total
protein ekspresyonlarindaki olasi degisiklikler Gzerinde rho-kinaz yolaginin
katkisini belirlemeye calistik. Bu amagla endotel htcreleri kronik olarak
uvabaine maruz birakiimis ve total protein ekspresyonlari ile rho-kinaz
inhibisyonu arasindaki olasi iligki proteomik yontemler ile belirlenmeye

calisiimigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Na'/K*-ATPaz ve Fonksiyonlari

ilk defa 1957 yilinda Skou tarafindan kesfedilen P tipi ATPaz
ailesinden olan Na*/K*-ATPaz (veya sodyum pompasi) hiicre membraninda
iyonik dengenin korunmasi ve hicre hacminin sdrdirilmesinden

sorumludur?.

Hucre ici elektrolit ve sivi dengesini saglamakta olan ve hiicre
membraninda bulunan bu protein tzerinde sodyum ve potasyum iyonlari
icin O0zel reseptorler bulunmaktadir. Bu pompa aktive edildiginde 3 sodyum
iyonunu hicre disina, 2 potasyum iyonunu hcre icine pompalamaktadir.
Bdylece plazma membraninda elektrokimyasal bir fark olusmaktadir. Olugsan
bu elektrokimyasal fark, iyonlarin, aminoasitlerin, glukoz ve birgok farkh

bilesigin sodyum ile cift olusturarak hiicre icine girmesini kolaylastirir?.

Na'/K*-ATPaz, ATP ile uyarilir. Pompanin primer goérevi hiicre
icinde yiksek K ve disiik Na* dizeyini saglamaktir. Bu transfer ATP

hidrolizi ile gerceklesmektedir®.
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Sekil 1: Na */ K*-ATPaz'in sematik olarak gosterimi 2

Na'/K*-ATPaz lzerinde Kkatalitk o, duzenleyici B ve

fosfolamban (veya FXYD) olarak adlandirilan 3 alt tinite bulunur?.

Bu alt Unitelerden a olanin molekdl agirhdr 110 kDa, B alt

Unitenin ise 31,5 kDa’dir*®.

a alt Unitenin tzerinde, hiicre diginda Na* ve endojen kardiyak
glikozitlerin baglandi§i, hicre icinde ise K* ve ATP’nin baglandigi 6zel
bolgeler bulunmaktadirt’*®192%21 By bolgeler fosfat grubunun baglanmasi

ve ATP hidrolizi icin 6zeldir®.

B alt tinite, Na*/K*-ATPaz'in aktivitesini kontrol eden tek yonlii
membran proteinidir'®. Enzimin K* ve Na* afinitesine karsi modiilasyonu ve
a alt UOnitenin plazma membranindan gecisini kolaylastirmak icin

stabilizasyonundan sorumludur*®?%23,



FXYD ise, Na'/K*-ATPaz'in kinetik 6zelliklerini hiicrelerin farkli
ve 6zel ihtiyaclari icin diizenlemektedir®*?. FXYD’nin izoformu olan FXYD2,
ayni zamanda Na'/K*-ATPaz’'in, molekiil agirhg yaklasik 7,3 kDa olan Y alt

Unitesi olarak bilinmektedir'®.

G.Blanco, Geering ve Gren'’in ¢alismalarinda, insanlarda a alt
Unitenin 4 adet (al, a2, a3, a4), B alt Unitenin 3 adet (B1, B2, B3) ve
FXYD'nin 7 adet (FXYD1, FXYD2, FXYD3, FXYD4, FXYD5, FXYD6,

FXYD7) izoformu oldugu bulunmustur'®42°,

Onceleri a-B kompleksi Na*/K* pompasinin fonksiyon dimeri
olarak bilinmekteydi ve bu dimerlerin tetramerlerde organize olduklari
savunulurdu®’. Yakin zamandaki calismalarda al/ 1 kompleksinin enzimin

major formunu olusturdugu aciklanmistir®.,



Sekil 2: Na */K* pompasinin alt niteleri ve call  sma mekanizmasi *°.
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Sekil 3: Na'/K*-ATPaz sinyalizasyon mekanizmasi % A Hicre yuzeyinde olu reseptdrlerin onarilmasind  aki artig ve kaspaz
aktivasyonu; B: Intraselliler ortamda Ca * konsantrasyonunda arti §; C: Aktivasyon proteini gibi faktorlerin azalmasi; D:
Fosforilasyonun durdurulmasi (Apoptoz da durdurulur .); E: NFKB sentezinin inhibisyonu; F: Ras yola  ginin aktivasyonu; G: Src

aktivasyonu; H: TNF (Tumér nekroz faktoril) aktivasy onu; |: Tamér blyume faktorlerinin ekstraselltler t asinmasinin
inhibisyonu; J: DI s§ doku sivilar; K: ROS’un mitokondriden ayrili  si1; L: Mitokondri membran potansiyelinde ve anti-apo ptotik

protein miktarinda azalma; M: Mitokondri kontroliind e ve fonksiyonunda azalma (hiicre 6lumu) ; N: Adapta  syon formu



Alberts —Post modeline gore Na* iyonlari iceriden disariya, K*
iyonlari disaridan iceriye pompalanmaktadir. Bu pompalanma bir dizi enerji
degisimli iyon hareketine baghdir. Na* ve Mg*™* varliginda a alt iinite, ATP ile
fosforile edilir. Bu olayi 3 sitozolik Na* iyonunun baglanmasi takip eder. Bu
yiksek enerjili enzimin E1P formudur ve Na® iyonlari ile yikludir. Sonra
komformasyonel degisiklikler ile daha dugsuk enerjili E2P formuna dondsur.
Ekstraselliler membranda Na" iyonlari koptugu anda K" iyonlari, K* spesifik
bolgelere baglanir ve E2P formu defosforile olur. Bu olayr K™ iyonlarinin
intraselliler membrana girmesi takip eder. K* iyonu, intraselliiler
membranda defosforile E2 formunun tekrar E1 formuna dénidsimuinde rol

alir. E1 formu ATP ile baglanir ve déngii devam eder?®3%32,

Digital benzeri Na'/K*-ATPaz inhibitorlerinin ve kardiyotonik
steroidlerin (CTS) pompanin al alt Unitesinin ekstraselliler kisminda 6zel

baglanma bélgeleri bulunmaktadir>®32.

Na'/K*-ATPaz, iyon pompalama gorevi yaninda farkli
intraselliler kompartmanlarda sinyal iletimini de saglamaktadir®®. Bu sinyal
iletiminde insanlarda, al alt Gnitesinde bulunan 6zel bdlgelerin 6nemli rolt

oldugu bilinmektedir®>®’.

Na'/K*-ATPaz uzerindeki spesifik baglanma bolgelerine
uvabainin baglanmasi Src-kinaz/ MAP-kinaz ve PKC (Protein Kinaz C)'yi
aktive etmektedir. Src-kinaz’'in aktivitesi reaktif oksijen tdrlerinin (ROS)

iretimini arttirir ve intraselliiler Ca™ konsantrasyonunu diizenler®.



Uvabain baglanmasi ile olusan Ca™ salimi, NFkB'yi (Niikleer
Faktor-kappaB) aktive eder. Bu faktor, hiicre buylmesi ve apoptozise etki
etmektedir. NFkB aktivasyonu, uvabainin anti-apoptozis etkisini ortaya
cikarir. Bu anti-apoptoz etki sadece uvabainin Na'/K*-ATPaz’i inhibe

etmeyecek dozlarinda gézlenmektedir?.

Uvabain’in diisiik dozlarda (1-100 nM) Na*/K*-ATPaz'in a2 alt

Unitesini, yuksek dozlarda ise (21 pM) al alt Unitesini inhibe ettigi

bilinmektedir®3*,
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Sekil 4: Uvabain hiicre proliferasyonunu arttirir, Ca * miktarini regiile eder 2,



2.2. Kardiyak Glikozidler

Bitkilerden elde edilen kardiyak glikozidlerin tedavide
kullaniimasi 1500 yil 6ncesine dayanmaktadir. Bu glikozidler dnceleri
emetik, dilretik ve kalp tonigi olarak kullanildilar. Sonrasinda bunlarin kalp
uzerinde farmakolojik aktivitelerinin 6n plana ¢ikmasi ile birgok arastirma

yapilmis ve yeni kullanim alanlari bulunmustur.

Glikozidlerin kullaniimaya baglanmasi 1775 yilinda William
Withering'in arastirmalarina dayanir. Mr. Withering, konjestif kalp hastaligi
olan bir hasta uzerinde “digitalis purpurea” bitkisinin ekstresini denemesi ile
bu etkiyi fark etmistir®.

Schatzma, 1953 yilinda vyaptigi calismalarda, kardiyak
glikozidlerin Na*/K* pompasini inhibe ettiginin® ve Skou’nun calismalarinda
plazma membranindaki Na'/K*-ATPaz'in da spesifik dijital reseptorleri

oldugunun bulunmasi ile etki mekanizmasi da ortaya ¢ikmistir.

Memeli kardiyak kasinda Na'/Ca’™ degistiricisinin bulunmasi
uzerine kardiyak glikozidlerin Na* pompasini inhibe ettikleri ve pozitif inotrop
etki ile intraselliiler Ca™ miktarindaki artisa neden olduklari agiklanmistir®,

Kardiyak glikozidler, Na*/Ca™" degistirici protein ile Na'/K'-
ATPazin 02, a3 alt Gnitelerinin  inhibisyonu, sitozolik Na*
konsantrasyonunda ve indirek olarak Ca’" konsantrasyonunda degisiklik
olusturur. Boylece endoplazmik retikulumda Ca’™ sinyal mekanizmasi
dizenlenir. Sonug olarak kardiyak glikozidlerin pozitif inotropik etkileri ortaya

cikmaktadir®®.

10



Kardiyak glikozidlerden bitki kaynaklilarina kardenolidler

(cardenolides) denir. Bunlardan digoksin ve oleandrin kontraktiliteyi arttirir,

atriyal fibrilasyonun kontroltinde antiaritmik olarak gérev alirlar®®=".

R = 3 Digitoxoses

@]
OH | &
Digitalis lanata ] OH
O
R" H
DIGOXIN
R = Rhamnose o

Acokanthera obiongifolia UVABAIN

Resim 1: Uvabain ve Digoksin kimyasal formulleri ~ ***".

Vertebra kaynakli olanlar ise bufadienoller (bufadienolides)
olarak adlandirihrlar. Bunlardan bazilari da proscillaridin - A ve

marinobufagenindir®®*’,

11



R = Rhamnose

Urginea maritima " PROSCILLARIDIN A

Bufo marinus

HO™ “fio0
MARINOBUFAGENIN

Resim 2: Proscillaridin A ve Marinobufagenin kimyas al formulleri **%.

insan plazmasinda digoksin, katarakt lenslerinde 19 nor
bufalin84, insan plasentasinda 3B-hidroksi 14a 20:21-bufenolit72 ve
proscillaridin ~ A85, akut miyokard infarktisinden sonra idrarda
marinobufagenin86 ve son olarak bobrek yetmezligi olan hastalarin

plazmasinda telocinobufagin 87 tanimlanmistir®®'.

Son caligmalarda, Na® pompasinin al alt (nitesi
kardiyomiyositlerin plazma membraninda daginik sekilde, a2 ve a3‘ln ise

endoplazmik retikuluma yakin olarak konumlandigi aciklanmistir3=°.

12



Ayrica miyokardik iskemide, diyabette, uyku apnesinde, stres
apnesinde ve kanserde de kardiyak glikozitlerin cesitli etkileri oldugu

dusunulmektedir.

2.2.1. Endojen Uvabain

Hamlyn ve ark. memeli plazmasinda kardiyotonik

glikozidlerden uvabain'’i izole etmislerdir®°.

O zamandan beri endojen uvabain, sigir adrenal
bezlerinden?”, sigir  hipotalamusundan® ve rat adrenomedular

hiicrelerinden®® HPLC teknigi ile izole edilmistir.

NMR ve Mass spektrofotometresi kullanilarak insan endojen
uvabaininin,  bitkilerden elde edilen uvabain ile  benzerlikleri

arastiriimistir®4%4%,

Endojen uvabainin hipotalamus ve adrenal kortekste Uretiminin

olup olmadi§i konusu cok fazla makaleye konu olmustur*>#344,

Uvabain benzeri immunoreaktivite, plazma dahil, hemen
hemen butin dokularda bulunmustur. Ama en yuksek konsantrasyon
adrenal kortekste ve hipotalamusta gdzlenmistir®. Endojen uvabainin
hormonal stimulasyonu sonucu adrenal kortekste sentezlendigi de son

calismalarla acikliga kavusmustur?®.

Yine Hamlyn ve arkadaslarl tarafindan yapilan calismalarda
memeli kaninda Na'/K’-ATPaz'a baglanan ve inhibe eden, uvabaine
benzer, dijital benzeri bilesiklerin oldugu da ortaya ¢ikmistir.

13



ik sentezlenen bilesik, uvabainin steroidal izomeridir®.

Konjestif kalp yetmezliginde, kronik bébrek yetmezliginde ve
sodyum dengesizliginde endojen uvabainin konsantrasyonunda artig
gozlenmistir. Plazmada bulunan uvabain seviyesi, kan basinci ile dogrudan

iliskilidir ve hipertansiyonda rol oynadigi dogrulanmistir®**,

l_ Uvabain/Endojen Uvabain
Y

¢ P
Bﬁbrekkavwﬂh 5f ;/ o;./):,nmlm

ATPase [ I\"a’a,;' o2 Na,K-ATPase
-:-f “H

Y Rostafuroxin (PST2238) *
Src-Na,K-ATPase Tyr VaskilerNal-ATRme
fosforilasyonu aktivasyonu inhibisyonu
ge ren]iil g [ Citozol p42/44 1

aveollerdeTyrSre-Na, K- MAPK s
: aktivasyonu

ATPase EGFr zenginles- ¥ Na/Ca degisim aktivasyonu

mesi

¥ 1 [}

Eenal NaK-ATPase aktivasyo- Hiicre ici Ca™ miktarnda
™ Hipertrofik hiiyiime yanut, artiy
* kardiyak ve renal ¢
hipertrofi
Renaltubullerden Na— TSR
reabsorbsiyonu Periferal vaskiiler rezis-
tansta artis

Hipertansiyon ve organ
e ;
komplikasyonu

10,11

Sekil 5: Endojen uvabainin hipertansiyona etkisi

1991'de Hamlyn ve arkadaslarinin® aciklamalarindan sonra
yapilan invitro calismalarda (2003) endojen uvabainin, bitkisel uvabainin
118 izomeri olabilecedi soylenmistir'>. Bu varsayim sigir adrenal
korteksindeki endojen uvabain ile bitkilerden elde edilen uvabainin HPLC ile

karsilastirimasina dayanmaktadir®’%,

14



Bircok Ilaboratuvarda ¢esitli immunoassay formatlarinda
(ELiISA-enzim linked immunosorbent assay-, EiA-enzim immunoassay-,
DELFIA-dissociation enhanced lanthanide fluoroscent immunoassay)
uvabain benzeri maddelerin varhgr arastirilmigtir. Bu ¢alismalarda endojen
uvabain benzeri maddeler bulunmus ama sonucgta plazmadaki endojen

uvabainle ayni immunoreaktif etki g6zlenememistir®®->0>%52,

Cok tartisilan bagka bir konu uvabainin diyetle baglantili olup
olmadigidir. Bu konu bazi bilim adamlari tarafindan onaylanmis®*>*, bazilari

tarafindan ise reddedilmistir>>>°.

Tamura, spesifik diyetle besledigi farelerin idrarlarinin HPLC
ile incelemesi sonucunda az miktarda uvabainin bulundugunu géstermistir.
Diger calismasinda spesifik diyetle beslemedigi farelerde de yine uvabainin
varhgini gostermistir. BOylece uvabainin diyete bagli olmadigi tzerindeki

calismalarini tamamlamistir®.

Ote yandan 1999'da Manunta, uvabain gibi bircok kardiyak
glikozidin, uzun sdreli tuzlu diyetle beslenme sonucunda plazmadaki

miktarinin arttigini gézlemlemistir>’.

Uvabain, sitoplazmada Ca*™ gegisini ve sinyalizasyonunu da
indiiklemektedir. Ayrica Ca’™" bagimli NFkB'de aktive olur. Bu faktor
aktivasyonu hicre buyldmesine etki eder ve bdbrekte serum yoksunlugu

sonucu indiiklenen apoptozisi 6nlemektedir®>®,
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2.3. Kuguk G Proteinleri ve Rho/ Rho-Kinaz Yola @i

2.3.1. Kiciuk G Proteinleri

Son zamanlarda molekuler biyolojide yapilan calismalarda
kicik GTP (Guanozin trifosfat) baglayici proteinlerin  hicre sinyal
fonksiyonlarinda ne kadar dnemli rol oynadigi aciklanmistir. Bu proteinler
GTP-bagl aktif, GDP-bagl inaktif durumda bulunurlar.

Bu proteinlerin bazi Uyeleri: Rho, Ras, Rab, Sarl/Arf ve Ran

ailesidir. Molekul agirhiklari 25-35 kDa arasinda degismektedir.

Kicik G proteini olan Rho’nun memelilerde en az 10 Uyesi

bulunmaktadir.

Tanimlanan bazi proteinler sunlardir:

-Ras ailesinden:
* Rap,
* Ral,
* Reb,
-Rho ailesinden:
* Rho (A’dan E'ye ve G izoformlar),
* Rac (1, 2, 3 izoformlari),
* Cdc42,
* TC10'dur'®,
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Rho ailesinin, kan basinci hemeostazi, duz kas
kontraksiyonunda Ca'" taginmasi, hiicre proliferasyonu, hiicre adezyonu,
migrasyonu ve inflamatuvar cevabi da iceren c¢ok sayida fizyolojik

fonksiyonlarda sinyal iletiminde gorevli oldugu belirtiimistir™>.

Rab, Ran ve Arf ailesi, vezikiler ve nikleo-sitoplazmik

tasinmanin formasyonu ve hareketini kontrol etmektedir®.

Ras ailesi, gen transkripsiyonunda hticre ici sinyalleri regtle

etmektedir®®.

Sinyal stimulasyonu sirasinda Rho-bagl GDP aktif hale gecer
ve Rho-baglh GTP olusur®.

inaktif GDP’nin aktif GTP'ye doniisim reaksiyonunu guanin
nikleotid degistirici faktor (GEF) stimiule ederken, aktif GTP’nin inaktif
GDP’ye donusum reaksiyonunu guanin nukleotid dissosiasyon inhibitoru
(GDI) induiklemektedir®,

GTP $ EEAAEAES

GDI GEF Effektsr

Kiigiik G =" KicilkG
GAPs KOGtk &
Inaktif Aktif

Sekil 6: K¢k G protein aktivasyonu 62,
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2.3.2. Rho/ Rho-Kinaz Yoladi

Rho-kinazlar (ROCK), kiuguk G proteini olan rho-A’ nin en liyi

tanimlanmis efektorlerinden biridir*.

Rho’lar, rhoA, rhoB ve rhoC olarak bilinirler ve aminoasit
yapilari birbirine benzerdir. Bundan dolayr hicre icinde hedefleri de

benzerdir®.

Aktin  dizenlenmesi etkisine ek olarak temel hicre
fonksiyonlari olan kasilma, apoptoz ve motilite dizenlenmesinde etkileri

bulunmaktadirt®.

RhoA’'nin rol oynadigi GDP’nin aktif GTP’ye doénusim,
hicresel cevabin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir.

Rho-kinazlar, diger rhoB ve rhoC’ye de etki ettikleri i¢cin genel

olarak rho-efektorleri olarak dustinilmektedir®.

2.3.2.1. Rho-Kinazlarin Yapisi

ROCK, molekll agirligi yaklasik 160kDa olan serin/ treonin

kinazdir.

Omurgasizlarda drosphilia ve sivrisinekte, omurgalilarda ise

tavuk, inek, fare ve insanlarda tanimlanmistir.
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ROCK: ROCK 1/ ROKp ve ROCK 2/ ROKa olarak iki izoforma

sahiptir®>©°,

insanlarda ROCK1 ve ROCK2 sirasiyla kromozom 18 (18q

11,1) ve kromozom 2 (2p24)* de lokalize olurlar®®.

ROCK, N-terminalde kinaz boélge, ortada kivriimis Kkivrim
(coiled-coil) ve C-terminalde bulunan sisteince zengin plekstrin-homolog
(PH) bdlgeden olusan bir yapiya sahiptir. Kivrilmis-kivrim bélgesinde Rho
baglanan ana bdlge (RBD) bulunur. Bu bodlgeye GTP bagh rho baglanmasi

ile rho-kinaz aktive olur.

ROCK 1 ve ROCK 2, N-terminal bdlgede %65, RBD'de %58

ve kinaz bdlgesinde %92’ye yakin bir oranda birbirinin homologudurlar®.

1 76 338 934 1015 1118 1317 1354
coiled-coil domain
ROCK-1 L kinase ] RBDm=—PH <CRD,
1228 ~1281
1 92 354 964 1046 1150 1349 1388

ROCK-2 —{Kinase 3 RBO ﬁl@
12601315

Sekil 7: ROCK molekiler yapisi (CRD: Sisteince zengi  n C1 bélgesi) 6,

ROCK  ekspresyonunun duzenlenmesi  tam olarak
aciklanmamistir. ROCK 1 ve ROCK 2’'nin mRNA ve proteinleri, proteinkinaz
C ve nikleer faktoér kappaB (NFkB) ile dizenlenir. Bu dizenleme

anjiyotensin Il tip | reseptdr stimiilasyonu ve interlékin 18 ile olur®’.
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insan koroner vaskiller diiz kas hiicrelerinde anjiyotensin
[I'nin, ROCK 2 mRNA ekspresyonunu stimile edici etkisi nikotin ile artarken,
Ostrojen ile antagonize olmaktadir. Bu etkilesim dolayisiyla menopoz
sonras! bayanlarda ve sigara icenlerde koroner arter hastaligi gortlme

oranlari yiiksektir'.

2.3.2.2. ROCK Aktivitesinin Diizenlenmesi

ROCK'un kinaz bélgesi, N-terminalde lokalize olur. C-terminal
bolgesi bulunmayan kesik ROCK formlari temel olarak aktif haldedir. C-
terminal bolge ROCK ekspresyonunda hicreler Uzerinde baskin olarak
negatif etki yapar. C-terminalinin dinlenen hicrelerde bu negatif dizenleyici

etkisinden, oto-inhibitor etkinin sorumlu oldugu diistiniilmektedir®-°°.
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active ROCK

$

ROCK-1

@»ﬂn =

inactive ROCK

Sekil 8: ROCK aktivasyonu ve inaktivasyonu 89,

Sonucgta bu kigisel yardimlasma etkilesimi, oligomerizasyon
(dimerizasyon), ROCK'un kinaz aktivasyonunu ATP afinitesini dizenleyerek

etkilemektedir’®.

RBD bdlgesine aktif GTP-baghh Rho baglanmasi ROCK’un
fosfotransferaz aktivitesini stimile eder. Bunu katalitik ve inhibitér C-terminal
arasindaki etkilesimi bozarak yapar®®.
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Buna ek olarak lipid tasiyicilar (Aragidonik asit: AA, sifingosil
fosforilkolin: SPC) yeterli bir sekilde ROCK aktivitesini stimile ederler. Bu

stimulasyon rho-A'dan bagimsiz olarak gerceklesir™ 2.

AA ve SPC, ROCK'un negatif diizenleyici bolgesiyle etkilesime
girerek ve PH bolgesinde ROCK’un katalitik aktivitesini bozarak inhibitor etki

gostermektedir®®.

ROCK, inhibitor C-terminal bélgenin ayrilmasi ile de aktive
olmaktadir. Kaspaz-3, ROCK 1'i DETD'*® bélgesinden parcalayarak
apoptoz sirasinda aktivasyonu saglamaktadir. Kaspaz-3, ROCK 2'yi ayni

sekilde aktive edememektedir’>.

Proapoptotik proteaz GranzimB, ROCK 2'yi C-terminalde
IGLD™*"  bélgesinden parcalar ve aktivasyonu saglar. GranzimB’nin
ROCK?1'e etkisi gdzlenmemistir’.

Kicuk G proteini olan rhoE, ROCK 1'in N-terminal bélgesine
baglanir (aminoasit 1-420). Bu baglanma ROCK 1 aktivitesini inhibe
etmekte ve RBD’ye baglanmasini engellemektedir. Bu nedenle rhoE, ROCK
1 inhibitérii olarak bilinmektedir”.

Diger iki kuguk G proteini olan gem ve rad, ROCK
fonksiyonlarini inhibe etmektedir. Bunlardan gem, ROCK 1 aracilikli MLC ve
MLC-fosfataz'in fosforilasyonunu, rad ise, ROCK 2’nin indikledigi cevaplari

inhibe etmektedir’®.

Sonu¢ olarak ROCK'un pozitif ve negatif duzenleyicileri

tanimlanmistir.
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2.4. Proteomik Yontemler

Organizma icerisindeki budtin proteinlerin izole edilmesi,
ayristiriimasi, tanimlanmasi ve fonksiyonel olarak nitelendirilmesini iceren,

dokulardaki batin protein dizileri ve proteinlerin ifade dizenlerinin analizidir.

Proteom kelime anlami olarak, farkli dinamik kosullarda hiicre
doku ve vicut sivilarindaki proteinlerin kantitatif analiz teknolojisidir. Omik
(omic) ise, Yunanca’'dan gelir ve tumu-hepsi anlamina gelmektedir. Terim
olarak biyoloji ve yasayan sistemler hakkinda nasil disindigumuzin

yeniden tanimlanmasini sembolize eder’’.

Proteinler Uzerindeki ¢alismalar, kismen protein yapisini kesin
ve kolay bir sekilde tanimlayacak metodlarin eksikliginden dolay! her zaman

kicuk olgekli olarak yapimistir.

Bir protein 400’den fazla kimyasal modifikasyona ugrayabilir
ve sonu¢ olarak fonksiyonunda, lokalizasyonunda ve aktivitesinde
degisiklikler olusmaktadir. Bu degisiklikleri tayin edebilmek icin proteinlerin

ekspresyon, lokalizasyon ve icerikleri genomlarla sifrelenmisgtir’® %,

Genom, bir organizmanin butin DNA'si, bir bagka deyigle
genetik yapisi olarak ifade edilir. Genler, organizmadaki iglevsel molekdiller
olan proteinleri kodlarlar. Butiin genomun %2’lik kismindaki dizilim hatalari
(malnutrasyonlar), organizmalarda yapi ya da islev bozukluklarina neden

olmaktadir.
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Yasayan bir organizmanin tamamlanmig genom sifresi ilk kez
1995'te yayimlanmistir®*. Daha sonra 2000 yilinda 40 genomun analiz ve
ayristiriimasi, son olarak 2003’te insan genomunun 5, 16, 19, 21 ve 22.
kromozomlarinin tanimlanmasi tamamlanmistir
(wit.integratedgenomicd.com/GOLD/). Bunlarin disinda ayni surecgte diger
organizmalarin da genom dizileri belirlenerek insan genomu ile

kargilastirmalar yapilmistir.

2.4.1. Proteomik Yontemlerin Uygulama Alanlari

Proteomik, pratik olarak 4 temel uygulamay! kapsamaktadir.

Bunlar:

a. Ornekteki tim proteinlerin analizi (mining)
b. Protein ekspresyon profili
c. Protein network haritalanmasi

d. Protein modifikasyon haritalanmasidir.

a. Mining, bir drnekteki proteinlerin timinin tanimlanabilme
cabasidir. Genlerin ekspresyon verilerinden ¢ikarilan proteom verileri yerine
dogrudan proteomu katologlamaktir.

b. Protein ekspresyon profilinde, organizmanin ya da htcrenin
belirli bir durumdaki (gelisme, hastalik vb.) ya da bir ilag, kimyasal veya
fiziksel stimile edici ile karsilasmadaki fonksiyonu gibi belirli 6rneklerdeki
proteinlerin tanimlanmasidir. Bu sekilde saglikli ve hasta dokular arasindaki

farklar yardimiyla ilag tedavilerinde yenilikler olusturulabilmektedir.
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c. Protein network haritalari yasayan sistemlerde hangi
proteinlerin  birbirleriyle etkilesimde olduklarini  belirleyen proteomik

yaklagimlardir.

d. Protein modifikasyonlarinin haritalanmasi, proteinlerin nasil

ve nerede modifiye olduklarinin belirlenmesi isidir.

Proteomik analizlerde genel strateji soyledir:

1. Orneklerin hazirlanmasi,

2. Gerekli inhibitorlerden (tuz, seker vs.) saflastiriimasi,

3. Total protein eldesi,

4. Proteinlerin en az iki boyutlu olarak ayrilmasi,

5. Ayrilan proteinlerin  enzimatik reaksiyonlarla
peptidlere ayrilmasi,

6. Peptidlerin saptanmasi,

7. Veri degerlendirmesi (biyoinformatik).

Proteomik  analizlerin en basinda hiicreden veya
organizmadan binlerce proteinin ayristirilmasi  ve  gorunttilenmesi

gelmektedir.
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Proteomik ayristirma icin bircok yontem gelistirilmistir.

Bunlardan bazilari sunlardir:

* Chip-based teknolojik analiz®*®

* MASS spektrometresi (MS)®
* Afinite kromatografisi®>®°
* Two-Hybrit géruntiileme®’

* [ki boyutlu jel elektroforezi ve izoelektrik odaklama®

Bu yontemlerden en iyi sonuc¢ alinani iki boyutlu jel
elektroforezidir (2-DE).

2.4.1.1. iki Boyutlu Jel Elektroforezi (2-DE)

Elektroforez, elektriksel bir alanin etkisi altinda sivi bir ortamda

yukld sivi veya partikillerin goguddr.

Jel elektroforezi, kiicik ya da orta boydaki proteinler i¢in (106

kDa) yuksek ayristirma gucine sahiptir.

2-DE’nin ilk tanimi, Smithies and Poulik’in serum proteinlerini
ayristirmada kagit ve nisasta jel elektroforezini birlestirerek kullanmalarina

dayanmaktadir®®.
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2-DE’de izoelektrik odaklama sistemleri uygulandigi zaman
proteinlerde yuklerine goére ilk ayrisma, sonrasinda buyukliklerine gore
ikinci ayrisma saglanir. Birinci basamak, agaroz veya poliakrilamid jel gibi
blyuk porlu bir ortamda gerceklestirilir. Bir pH gradiyenti elde etmek igin
amfolitler eklenir. ikinci boyut icin lineer veya gradiyent sekilli bir

poliakrilamid siklikla kullanilir.

Bu yontemle kullanilan c¢o6zeltiler ve uygulama sekilleri
degisiklik gosterebilir. Bu co6zeltilerin ve yodntemlerin proteinler Uzerine
etkileri farklihk gosterir. Mesela Ure igeren ¢oOzeltiler i1sitiimamalidir; ¢inku
proteinlerin yuklerinde farkli sonuclar cikartabilirler. Proteaz icerenler
sogukta saklanmalidirlar; bunlar da analizlerde farkh spotlar olusturabilirler.
Ayrica kokteyl proteaz inhibitorleri de eklenebilir; bunlar da protein
yuklerinde degisiklik olusturabilirler. Yapilan ¢aligmalarda buttin bu 6zellikler

tek tek incelenmeli ve dogru secim yapilmaldir.

O’Farrell'in 2 boyutlu elektroforez metodu en cok kullanilan

elektroforez metodudur®.

Proteomik’'te kullanilan bir bagka yontem ise kutle
spektrometresidir (MASS Spektrometresi-MS).
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2.4.1.2. Mass Spektrometresi (MS)

Mass spektrometresi, gelismekte olan proteomik teknolojileri
icinde 6nemli bir yere sahiptir. Bir proteinin kitlesinin tam ve hassas olarak
bulunabilmesi MS ile yapilabilir ve bu 6zellik veritabani olusturmada 6énemili
yer tutmaktadir. Fakat sadece MS ile kutle hesaplamasi yeterli degildir. MS
ile yapilan biyopolimerlerin, proteinlerin ve nukleik asitlerin analizi,
beraberinde ‘soft iyonizasyon’ metodlari olan ESI (elektrospray) ve MALDI
(matrix-assisted laser desorption/ionization - Matriks yardimh lazer
desorpsiyon iyonizasyonu) kullaniimasi ile geligtiriimigtir. Bu metodlara ‘soft’
denmesinin sebebi ydntem boyunca molekilleri parcalamadan analiz

yapmalaridir. Boylelikle bilyiik molekillerin analizi de saglanmaktadir® 2,

MALDI-MS: Analiz edilecek molekiiller MALDiI ile iyonize edilir
ve kitle-yiik (m/z) oranlari, ucus zamani tespiti ile hesaplanir. iyon ne kadar
kicuk olursa o kadar hizli hareket edecektir ve m/z orani hesaplanip kalibre

edilebilecektir.
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Sekil 9: MALDI (Matriks yardiml lazer desorpsiyoni  yonizasyonu) ¢ali sma

prensibinin gematik olarak gosterimi

2-DE  ve MALDI-MS birlikte kullanildiginda  protein
analizlerinde birgok sonug elde edilebilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Y27632 ( Tocris)

Ouabain ( Sigma)

PBS ( Gibco)

Fetal Sigir Serum Gold ( PAA)

Kollejenaz Type Il ( Gibco)

Medium199 Earles 10X ( Gibco)

Glukoz ( Sigma)

HEPES ( Gibco )

NaHCO;3; (%7,5 wiv) ( Merck)

Penisilin- Streptomisin ( Gibco )

1 N NaOH

L-Glutamin 200mM ( Sigma )

8 M Urea ( invitrogen )

%2 CHAPS ( Sigma)

%0.5 ZOOM Carrier Ampholytes pH 3-10 ( invitrogen )
Proteaz Kokteyli ( Roche )

Bisinkoninik Asit ( Pierce )

Bromofenol Mavisi ( Sigma )

NuPAGE Sample Reducing Agent 10X ( invitrogen )
NuPAGE LDS Sample Buffer 4X ( invitrogen )
NuPAGE MOPS SDS Running Buffer 20X ( invitrogen )
Agaroz

Mark 12 MW Unstained Standart ( invitrogen )

Simply Blue Safestain Boya ( invitrogen )
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Sodyum Azit ( Sigma )

HPLC Water

100 mM NH4HCO3; ( Sigma)
ACN (CH3CN) ( Sigma)

DTT ( Molekula)
lyodoasetamid ( Sigma )
Tripsin ( Promega )

Formik Asit ( Riedal-De-Haen )
CHCA ( a-Cyano-4-hydroxycinamik acid ) ( Aldrich )
HCI %37 ( Sigma )

NH4OH ( Sigma)

%0.1 TFA ( Sigma)

3.1.2. Kullanilan Aletler

Hassas Terazi ( Shimadzu )
Karistirict ( FALC)

Mikropipet ( Eppendorf )

Vorteks ( Firlabo )

Supersonik Homojenizatoér ( SONICS)
Santrifiij ( NUVE )

Su Banyosu ( NUVE )

CO; Etuvl ( Sanyo)

Etiv ( Memmert )

Mikrodalga Firini ( Samsung )
Laminar Akimli Kabin ( Holten )
Faz Kontrast Mikroskobu ( Leica)
Mikroskop Kamerasi ( Leica)
Calkalayici ( IKA)

Plak Okuyucu ( Plate reader)
Elektroforez Tanki ( invitrogen )
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ZOOM IPGRunner Kaset ( invitrogen )

NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris ZOOM Jel ( invitrogen )
XCell Surelock Mini-Cell ( invitrogen )

ZOOM Strip pH 3-10 Non-Linear ( invitrogen )

Gii¢ Kaynag ( invitrogen )

Versa Doc imaging System Kamera ( Biorad )

The Proteom Works Spot Cutter ( Biorad )

Micromass Maldi ( Waters )

Maldi Tabakasi (Waters)

3.1.3. Kullanilan Co6zeltilerin Hazirlanisi

Kreps Cozeltisi (1 litre icin):

NaCl 6.95¢g
NaHCO; 2.1g

KCI 0.34g
MgCl,.2H,0 0.25¢g
KH,PO,4 0.169
CaCl,.2H,0 0.27g
Monohidrat Glukoz 2.17g
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Homojenizasyon Cozeltisi

8M Urea 129

%2 CHAPS 0.5g

%0.5 ZOOM Carrier Ampholytes 125ul

Cozelti distile H,O ile 25ml'ye tamamlanir. Cozelti 2 ml'lik hacimlere boluntr
ve -20 °C'de saklanir. Homojenizasyon o6ncesi 1tb/ 500 pl seklinde

hazirlanmis proteaz kokteyl ¢ozeltisinden %21 oraninda bu c¢tzeltiye eklenir.

Yuruticu Tampon Sistemi ( Running Buffer )

MOPS SDS Running Buffer (20X) 50ml
Distile H,O 950ml

1X PBS Cozeltisi

PBS 10X 100ml
Steril Distile H,O 900ml
Glukoz 29

Cozelti laminar akimh kabin icinde 0.2 um filtreden gecirilip falkonlara

bolunir ve -20 °C’ de saklanir.

Kollajenaz Tip Il

0.2 g kollajenaz tartihp 100ml PBS’de oda isisinda ¢ozulir.
Aliminyum folyoya sarilip 1 N NaOH ile pH 7.4’e ayarlanir. Elde edilen
%0.2’lik ¢ozelti laminar akimli kabin icinde 0.2 um filtreden gecirilir ve 10

ml'lik falkonlara béliinip -20 °C’de saklanir.
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Medium199 Earles 10X (Stok Kiltur Ortami)

M199 10X 10ml
Steril Distile H,O 90ml
Cozelti laminar akiml kabin i¢cinde hazirlanir, 50’lik falkon ttplerine bolundr.
+4 °C’ de saklanir. Hazirlanan 1X cozelti ‘tam besiyeri’ hazirlamada

kullantlir.

Tam M199

Glutamin 0.2 M 1ml
HEPES 1M 1.5ml
NaHCO3; %7.5 w/v 1.8ml
Penisilin-Streptomisin 1mi
Fetal sigir serumu 10ml

Maddeler steril behere konur Gzerine 100 ml'ye tamamlanacak kadar M199
stok eklenir, 50 ml'lik falkon tiiplerine bslunip 1 haftaya kadar +4 °C'de

saklanabilir.

Dengeleme (Equlibration) Tamponu

NuPAGE LDS Sample Buffer(4X) 3.5ml
Distile H,O 10.5 ml
NuPAGE Sample Reducing Agent 1.5ml

Cozelti 5 ml'lik hacimlere ayrilir. Kullanim sirasinda taze olarak hazirlanir.



DTT-NH4HCO3 Karisimi

DTT 12.32 mg
50 mM NH4HCOg3; ile 8 ml'ye tamamlanir.

Ekstraksiyon Tamponu

Formik asit 50 pl
ACN (Asetonitril) 100 pl
HPLC suyu 4.85 ml

MALDI Matriksi Rekristalizasyonu

- 100 mg CHCA, 1 ml ACN icinde c¢Ozulur. Vortekslenir ve
ardindan 14000 rpm’de 5 dakika santriftj edilir.

- ACN atilarak ¢okelti tizerine 10 ml HPLC suyu eklenir.

- Ultrasonik banyoda 1 dakika sonike edildikten sonra 50 pl
NH4OH ilave edilir. 30 saniye ultrasonik banyoda sonike edilir. 1000 g’de 10
dakika santriftij edilir.

- SUpernatant temiz tlpe alinarak Uzerine 2 damla %37’lik HCI
damlatilir. 1000 rpm’de santriftij edilir. Stpernatant atilir.

- Pellet Uzerine iki defa 10 ml 0.1 N HCI eklenerek 1000
rpm’de santriflij edilerek siipernatant kisimlari atilir. En son pellet Gzerine 5
ml ACN ilave edilip ¢ozular.

- Co6zunme isleminden sonra 250 ullik darasi alinmis
eppendorflarda aliquatlara ayrilarak agzi acik bir bicimde 60-80 °C’'deki

etlve konur ve tamamen buharlasincaya kadar beklenir.
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Matriks ve Ornek Solventi

ACN 25 pl
HPLC suyu 25 ul
TFA (Trifloroasetik asit) (%10) 0.5 pl

3.2. YOntem

3.2.1. Endotel Hicre Kilturi

insan umbilikal ven endotel hiicreleri(HUVEC), insan umbilikal
kord veninden izole edilmis ve “Tam M199 besiyeri” ile flasklarda kultire
edilmistir. Calismalarda primer htcre kaltart kullaniimistir.

izolasyon icin: Dogumdan sonra alinan insan gobek kordonu
steril kosullarda hazirlanan Krebs-Henseleit ¢ozeltisine alinmistir ve tagima
esnasinda bu c¢ozelti icerisinde muhafaza edilmigtir. Laminar akimli kabin
icerisinde steril 6 numara beslenme katateri umbilikal ven igine yavasca
yerlestirilir. Onceden su banyosunda 37 °C'ye getirilen 1x PBS enjektore
cekilir ve kanul yardimiyla damar yikanir. Boylece venden kirmizi kan
hiicreleri temizlenmis olur. Sonrasinda ven icine 37 °C'deki %0.2'lik
kollajenaz verilir. Kollajenaz diger taraftan akmaya basladiginda damarin alt
ucu klipslenir. Ven iyice kollajenaz ile sigirildikten sonra kanulin takili
oldugu ucta klipslenir. Kord petri kabinda inkiubatére konulur ve 15 dakika
bekletilir.
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Kollajenazla inkiibasyondan sonra 37 °C'de PBS ve Tam
M199 besiyeri 1:1 oraninda karistirilarak laminar akimli kabin altinda
damardan gecirilir. Elde edilen icerik 50 ml'lik falkona toplanir. Toplanan
icerik 15 ml’lik falkonlara esit sekilde boélinerek oda i1sisinda 1500 rpm’de 10
dakika santrifijlenir. Santrifij sonrasi laminar akiml kabin igerisinde Ust
fazlan atilir. Falkonlardaki pelletler Tam M199 besiyeri ile restiispande edilir.
T-25 flasklara her birinde toplam hacim 5 ml olacak sekilde ekilir ve kapagi
gevsetilerek inkiibatére konulur (37 °C, %95 hava, %5 CO5).

Bir gunlik inkibasyon suresinden sonra besiyeri degistirilir.
Degistirme islemi, besiyeri cekildikten sonra 37 °C’deki 5 ml PBS ile yikanip,
ardindan 37 °C'deki taze besiyeri konarak yapilir. Bu sekilde flaska
yapismayan hucreler uzaklastirilmis olur. Besiyeri degistirildikten sonra
hicrelerin yluzeye yapisip yapismadiklari mikroskop altinda kontrol edilir.

Besiyerinin renk ve morfolojisi ile hicrelerin yogunlugunu
gozlemek icin kaltarler gunlik olarak kontrol edilirler. Hlcreler ylzeyi tam
olarak kaplayana kadar, iki gunde bir, tam M199 besiyeri ile besiyeri
degistirilir.

Dokudan izole edilen endotel hiicreleri kabin yizeyini %100
kapladiktan sonra deneye alinmigtir. Hicreler belli dozlarda uvabain ve rho-
kinaz inhibitori olan Y27632 ile inkiibe edilmis ve iki boyutlu jel elektroforezi

ile proteomik analiz yapilmigtir.

Flasklarda kultire edilen endotel hicrelerine ilag uygulamasi
sonucu faz kontrast mikroskobunda hucreler morfolojik olarak incelenmis ve

fotograflari ¢ekilmigtir.
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3.2.2. Faz Kontrast Mikroskopisi

T-25 flasklara ekilen hicrelere yilizeyi tamamen kapladiktan
sonra ila¢ uygulanmis ve hicrelerin, ilag inkilbasyon siresinden sonra en az

uc farkl alanda fotograflari ¢ekilmistir.

3.2.3. Kiltlre Hiicrelerden Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Uvabain ve Y27632 uygulanan hicreler flasktan 3 ml Tam
M199 besiyeri ile kazinir. icerik 2 ml'lik eppendorflara alinir ve 1500 rpm’de,
+4 °C'de, 10 dakika santrifiij edilir. Santrifij sonrasi supernatant atilir ve
pellet 100’er yl 8 M UREA, %2 CHAPS, %0.5 ZOOM Carier Ampholyte ve
1tb/ 500 ul proteaz kokteyli iceren tamponda, 2 tur ultrasonik homojenizator
kullanilarak, homojenizasyon islemi yapilir. icerik 1500 rpm’de 10 dakika +4
°C ‘de santrifilj edilir. Bu 10 dakika sonunda siipernatantlar alinarak -20
°C'de saklanir.

3.2.4. Protein Miktar Tayini

Santifij sonrasi homojenatlarin total protein konsantrasyonu,
“Bisinkoninik Asit” yontemi kullanilarak yapilmistir. Ornekler 1:7 oraninda
dilie edildikten sonra plakanin her kuyucuguna 20 pl olmak Uzere 2'serli
olarak konulmustur. Uzerine 1:50 oraninda karigtirilmis %4 bakir siilfat ve
bisinkoninik asit karisimi ilave edilmistir. Plak 37 °C'de 30 dakika
bekletildikten sonra 562 nm’de okutulmustur. Sigir serum albUimini
standartlarina kargi okutulan degerlerden hareketle o6rneklerin protein
miktari hesaplanmigtir.
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3.2.5. iki Boyutlu Jel Elektroforezi (2-DE)

-20 °C’'de saklanan ornekler esit miktarlarda protein icerecek
sekilde rehidratasyon tamponu ile 155 uyl ‘ye tamamlanir. ZOOM
IPGRunner Kaset (invitrogen)'e yiklenir. icerisine ZOOM pH 3-10 Non-
Linear stripler (invitrogen) yerlestirilir. Cukurlarin tzeri invitrogen etiketleri
ile hava almayacak sekilde kapatilir. Kasetler gece boyu oda isisinda
beklemeye birakilir. Ertesi gin etiketlerle beraber alttaki plastik tabaka
cikartilir. invitrogen’e ozel filtreler cikartilan yerlere yerlestirilir ve distile H,O
ile 1slatihr. Fazla H,O filtre kagidi ile alinir. Daha sonra bu kaset tanka
yerlestirilip diger tarafina bos kaset konulur. Sadece dis kismi distile H,O ile
doldurularak asagidaki gibi, elektroforez tankinin icerisinde, izoelektrik

odaklama (IEF) uygulanir.

200V-----mmmmmmmmememee e 20 dakika
450V------m-memm e 15 dakika
750V----m-mmmmemme e 15 dakika
200V---m=mnmmememecnenen 30 dakika

Bu suruklenme siresinden sonra stripler alinarak hazirlanan
dengeleme tamponu icine jel tarafl Ustte kalacak sekilde yerlestirilir ve 15
dakika beklenir.

Hazirlanan ydratict tampondan 10 ml alinarak Gzerine

0.05mg agaroz konulur ve mikrodalga firinda 2-3 saniye 3-4 kez kaynatilir.

NUPAGE 4-12 %Bis-Tris 1mm jeller ¢ikartilir, tirnaklar atilir ve

cukurlar dizeltilerek 1sinmasi i¢in oda 1sisinda bekletilir.
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pH 3-10 stripler “+” ucu isaretleyici (marker) kuyucugu
tarafinda kalacak sekilde NUPAGE 4-12 %Bis-Tris 1mm jele yerlestirilir.
Isitilan agaroz cukura yavasca isaretleyici tarafina gecmeyecek sekilde
doldurulur. Jellesme icin yaklasik 15-30 dakika beklenir ve Mark12
Unstained Standard isaretleyici kuyucuguna yerlestirilir.

Jeller ikiserli olarak tanka yerlestirilir. ici ve disi yiritici

tampon ile doldurularak 200 V’da 1 saat elektroforez uygulanir.

Elektroforez bitince kasetler tanktan cikarilir ve ydraticu
tampon icerisinde, jelin kurumamasina dikkat edilerek kasetler kirilip jeller
ayri bir kaba alinir. Alinan jeller Uzerine yavasca “Invitrogen Simple Blue
Safestain” boya konulur. Gece boyu calkalayicida Uzeri kapatilarak
boyamaya birakilir. Yeterli boyamadan sonra jeller sodyum azit igerisine
alinarak +4 °C’de muhafaza edilir.

3.2.6. MALDI-MS ve Veritabani Olusturma

Sodyum azit icerisinde saklanan jellerin Versa-Doc imaging
System yardimi ile goruntuleri alinir. Bu gorinttler, PDQuest programina
aktarilarak analizleri yapilir. Analiz igsleminde bir jel master jel olarak secilir

ve diger jeller bu jele gore eslestirilir.

Eslestirme sonrasinda belirlenen spotlar “The Proteom Works
Spot Cutter” ile kesilir. Kesilen spotlar plate icerisine alinir ve MALDI

uygulamasi igin tripsinizasyon islemi yapilir.
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Tripsinizasyon isleminde, her bir kuyucuga 50’ser pl 37 °C’deki
100 mM NH4HCO3; ve ACN (Asetonitril = Metilsiyandir) ilave edilir. 10 dakika
inkiibe edilir. (Bu yontemde vyapilan butin inkiibasyonlar 37 °C'de
uygulanmaktadir.) Konulan sollsyonlar pipet yardimi ile geri ¢ekilir ve ayni
islem tekrar uygulanir. Sonra 50 yl ACN kuyucug@a ilave edilir, 5 dakika
inktibe edilir. ACN geri alinir, 10 dakika daha inkiibe edilir. Uzeride 50 pl 10
mM DTT ve 50 mM NH4HCO; c¢ozeltisi eklenir, 30 dakika inklbe edilir.
Kuyucuga 50 pl 55 mM iyodoasetamid ve 50mM NH4HCOg3 eklenir ve tekrar
20 dakika inkube edilir. 100 pl ACN kuyucuga ilave edilir, 5 dakika inkibe
edilir ve tum sivi geri alinir. Sonra 50 pyl 100 mM NH4HCO3 kuyucuga konur
ve 10 dakika inkiibe edilir. Uzerine 50 yl ACN eklenir ve 5 dakika daha
inkiibe edilir. Pipet ile sivilarin hepsi geri alinir. Tekrar 50 yl ACN kuyucuga
eklenir, 5 dakika inkube edilir ve geri gekilir. Plate 15 dakika oda Isisinda
bekletilir. 5 ng/ul tripsin olacak sekilde 50 mM NH4HCO; ¢ozeltisi icerisinde
hazirlanmis ¢ozeltiden her bir kuyucuga 30 pl dilte tripsin eklenir, 30 dakika
daha oda isisinda beklenir. Daha sonra plate Gzeri stre¢ film ile kaplanarak
gece boyu 37 °C’de bekletilir.

Ertesi gun plate cikartihir ve sodumasi icin 15-30 dakika
bekletilir. Kuyucuga 30 ul ekstraksiyon tamponu eklenir. Uzeri kapali bir
sekilde 30 dakika oda isisinda bekletilir. Kisa sireli bir santriflj yapilir. Sivi
faz temiz PCR Plate’e alinir. ilk plate, 12 ul ekstraksiyon tamponu ve 12 l
ACN ile yikanir, 30 dakika daha beklenir ve sivi faz tekrar temiz PCR

Plate’e eklenir. 2-3 saat kurutma yapilir.

Kurutma isleminden sonra MALDIi'ye yiklenecek ornek

Uzerine 5 pl 6rnek solventi eklenir.

Onceden tartimi yapilmig matriks tzerine mg basina 50 pl

olacak sekilde solvent ilave edilir.

41



HPLC su ve ACN ile MALDI plate kuyucuklari yikanir.
Kuyucuklardan birine kalibrasyon icin bilinen bir protein (5-peptit) yuklenir.
Diger kuyucuklara hazirlanan 6rneklerden 2’serli olarak yukleme yapilir.
MALDI Plate’i kurumasi icin geker ocak altinda bekletilir. Kuruma sonrasi
MALDI ‘de okutulur.

Okunan sonuglar Mascot Veri Tabanrndaki veriler ile

karsilastirilarak analiz edilir.

3.2.7. istatiksel Analiz

Hucre lizatlarindaki protein ekspresyonlarinin
kargilastiriimasinda tek yonli Varyans (ANOVA) analizi kullaniimigtir. p <
0.05 duzeyi istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Endotel Hiicre Morfolojisi Uzerine Uvabainin Et  Kkileri

insan umbilikal ven endotel hiicrelerine (HUVEC) 16 saat siire
ile 10 pM uvabain uygulamasi, hucrelerin buyidk boliumunin zeminden
ayriimasina ve apoptozisin gostergesi olan tomurcuk olusumuna neden
olmustur. Uvabain aracilikli bu etkiler Gzerinde ROCK'un olasi etkilerini
saptayabilmek icin hucrelere spesifik bir ROCK inhibitéri olan Y27632,
uvabain uygulamasindan 30 dakika 6nce, 10 uM olarak uygulanmig ve bu
uygulama tomurcuk olusumunu inhibe etmistir. Bu durum, uvabain ile
indiklenen  tomurcuk  olusumunda  ROCK’un etkili oldugunu
dusundidrmektedir. Endotel hiicrelerine ayrica yalniz Y27632 uygulanmis ve
bu uygulamanin hicre morfolojisinde herhangi bir degisiklige sebep
olmadigi gorulmustir (Resim 3).
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Resim 3: lla¢ uygulama sonrasi hiicrelerin faz kontrast gériint uleri. A: Kontrol, B: 10 pM uvabain, C: 10 pM Y2763 2, D: 10
MM uvabain + 10 uM Y27632 6n uygulama. 10 uM uvabai n uygulamasi apoptotik membran tomucuklanmasi olu stururken, 10 uM Y27632
o6n uygulamasi ile bu etki inhibe olmu stur. 10 pM Y27632 tek ba sina uygulandi ginda hiicre morfolojisinde herhangi bir de  gisiklik
gorilmemi stir (Foto graflar X100 blyitme ile ¢cekilmi  stir).
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4.2. Uvabainin HUVEC Protein Ekspresyonlari Uzerind  eki Etkileri

insan  umbilikal ven endotel hiicrelerine  uvabain
uygulamasinin  neden oldugu protein ekspresyonlarindaki  olasi
degisikliklerin belirlenmesi icin iki boyutlu jel elektroforezi (2-DE) ve kiitle
spektrometresi (MALDI MS) yontemleri uygulanmistir. Bu amacla hiicrelere
16 saat 10 pyM uvabain, 16 saat 10 uM Y27632 6n uygulamali 10 puM
uvabain ve yine 16 saat 10 pM Y27632 uygulanmistir. Ayrica bir kontrol
grubu secilmigtir.

Uvabain uygulamasi sonucu iki boyutlu jel elektroforezinde
PD-Quest programi yardimi ile 204 spot belirlenmistir. Bu spotlarin
uygulama  gruplarimiz  arasinda  eglestirimesi  sonucu  protein
ekspresyonlarinda artis ve azaliglar saptanmistir (Resim 4). Eslestirme
sonrasi kontrole gore, uvabain uygulamasinda, 54 spotun ekspresyonlarinin
degistigi tespit edilmistir. Uvabain + Y27632 uygulamasinda anlamli olarak
1.5 kat artmis veya 0.25 kat azalmis olan 7 spot, MALDI-TOF MS’de

tanimlanmak tzere secilmislerdir (Grafik 1).
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1 (0502) 2 (1402)
2.59 * 1.5q

Kontrol 10 pM Oub 10 Oub+10 Y27 10 uM Y27 Kontrol 10 pM Oub 10 Oub+10 Y27 10 uM Y27
3 (1403) 4 (2302)
309 1.59
*

Kontrol Kontrol

5 (3205) 6 (3505)
2.01 1.59

1.54

Kontrol 10 pM Oub 10 Oub+10 Y27 10 pM Y27 Kontrol 10 pM Oub 10 Oub Y27 10 uM Y27
7 (7006)
*
Kontrol 10 pM Oub 10 Oub+10 Y27 10 pM Y27
Grafik 1: Uygulamalar sonrasi belirlenen 7 spottaki protein ekspresyonu degisimleri

(p <0.05). * Uygulamalar ve kontrol gruplar arasinda,  # 10 uM uvabain uygulanmi g ve
10 uM uvabain + 10 pM Y27632 uygulanmi § gruplar arasinda anlaml farkhilk (p < 0.05,

y ekseni protein ekspresyonlarinin kat artt  glarini géstermektedir.)
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Resim 4: ki boyutlu jel elektroforezi uygulandiktan sonra el de edilen jellerin foto graf

goruntuleri. Goruntulerde kirmizi ile i saretli olan 7 adet spot, uvabain
uygulamasindan sonra, protein ekspresyonlari 1.5 ka t artmi g veya 0.25 kat azalmi g
oldu gu icin analizleri yapilmak lzere secilmi  slerdir. A: Kontrol, B: 10 pM uvabain
uygulamasi, C: 10 uyM Y27632 uygulamasi, D: 10 pM uv abain + 10 uM Y27632
uygulamasi.

Saptanan bu spotlarin  MALDI (Matriks yardimli lazer
desorpsiyon iyonizasyonu) kitle spektrometresi ile analizleri yapilmigtir
(Grafik 2).
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Grafik 2: MALDI-MS uygulamasi sonrasi elde edilen g rafikler. Grafiklerde x
koordinati, m/z (kitle/ylk) oranini, y koordinati p  ikin siddetini temsil etmektedir. A: 5-
peptit (Angiotensin: 1296.6853, Substance P: 1347.7 360, Glu Fib: 1570.6774, Renin-14
peptid: 1758.9326, ACTH-18.39: 2465.1989), B-H: Jel lerden alinan spotlarin analizleri,
B: 1 nolu spot (0502) , C: 2 nolu spot (1402) , D: 3 nolu spot (1403) , E: 4 nolu spot
(2302) , F: 5 nolu spot (3205) , G: 6 nolu spot (35 05) ve H: 7 nolu spot (7006).
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MALDI sonrasinda elde edilen spektrumlar internet tzerinden
Mascot veritabani ile karsilastiriimis ve tablo 1‘deki sonuclar elde edilmigtir.
Sonuclar olasilik yuzdelerine gore siralanmistir. Bu sonuglara gére 1 nolu
spotta saptanan “Caspase-7”, uvabain uygulamasi sonucu yaklasik 2 kat
artmistir. Y27632 6n uygulamasi, bu artisi engellemistir ve yalniz Y27632
uygulamasi ise herhangi bir degisiklik olusturmamistir. 2 nolu spotta
belirlenen “Glycoprotein 25L", uvabain uygulamasi sonucu yaklasik 0.25 kat
azalmigtir. Y27632 0On uygulamasi ve yalniz Y27632 uygulamasi ise
uvabain uygulamasina goére protein ekspresyonunu azaltmistir. 3 nolu
spotta belirlenen “Protein unc-119 homolog B”, uvabain uygulamasi ile
yuksek bir oranda artmis ve Y27632 6n uygulamasi, bu artisi engellemigtir.
Yalniz Y27632 uygulamasi sonucunda herhangi bir degisiklik gértlmemigtir.
4 nolu spotta belirlenen “Neurensin-2”, uvabain uygulamasi sonucu 0.7 kat
azalmis ve Y27632 6n uygulamasi bu azalisi inhibe etmigtir. Yalniz Y27632
uygulamasi sonucunda bu proteinin ekspresyonunda herhangi bir degisiklik
gorulmemigtir. 5 nolu spotta saptanan “C-type lectin domain family 2
member D”, uvabain uygulamasi ile 0.25 kat azalmis ve Y27632 06n
uygulamasi ile bu artis engellenmigtir. Yalniz Y27632 uygulamasi
sonucunda herhangi bir degisiklik gérilmemistir. 6 nolu spotta belirlenen
“Putative FERM domain-containing protein FKSG43"un ekspresyonu,
uvabain uygulamasi ile 0.6 kat azalmistir. Y27632 6n uygulamasi bu azalisi
engellemistir. Yalniz Y27632 uygulamasi protein ekspresyonunda herhangi
bir degisiklige neden olmamistir. 7 nolu spotta belirlenmis olan “Cyclin-
dependent kinases regulatory subunit-2” ise uvabain uygulamasi ile 1.5 kat
artmistir. Y27632 6n uygulamasi, uvabain ile gbzlenen bu artisin daha da
yikselmesine neden olmustur. Yalniz Y27632 uygulamasi sonucu, bu

proteinin ekspresyonunda azalma gorulmustar.
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Tablo 1: Uvabain uygulanmi § hicreler Uzerinde yapilan 2-DE sonucu segilen

spotlarin, MALDI-MS ile analizi sonrasi, Mascot ver

saptanan proteinler. Proteinler olasilik yiizdelerin

e gore siralanmi stir.

itabani ile kar silastiriimasinda

SSP No  Tanimlanan Protein Olasiik  Kod No Teorik p I/Mr  Hesaplanan
(Mascot) pl/Mr
1(0502) Caspase-7 %36 CASP7 5.72/34.25 3.13/34.28
Malectin %27 MLEC 5.27/32.21 3.13/34.28
G1/S-spesific cyclin-D1 %26 CCND1 4.97/33.70 3.13/34.28
2(1402) Glycoprotein 25L %87 G25L 5.38/25.23 3.68/29.37
Putative tetratricopeptide %70 TTC3L 4.94/31.63 3.68/29.37
repeat protein 3-like
Tubulin-folding cofactor B %54 TBCB 5.06/27.31 3.68/29.37
3(1403) Protein unc-119 homolog B %65 U119B 5.46/28.12 3.37/29.80
Anykrin repeat family A %57 ANRA2 4.99/34.25 3.37/29.80
protein 2
4(2302) Neurensin-2 %67 NRSN2 4.69/21.97 4.46/26.99
Syntaxin-8 %38 STX8 4.91/26.89 4.46/26.99
Ras-related protein Rab-6B %38 RAB6B 5.41/23.45 4.46/26.99
5(3205) C-type lectin domain family 2 %62 CLC2D 6.37/21.84 5.21/23.59
member D
Heme-Binding protein 1 %39 HEBP1 5.71/21.08 5.21/23.59
Coatomer subunit zeta-2 %36 COPz2 5.08/23.53 5.21/23.59
6(3505) Putative FERM domain- %54 FKS43 5.54/41.11 5.30/36.50
containing protein FKSG43
HLA class | %49 1A24 5.91/40.66 5.30/36.50
histocompatibility antigen, A-
24 alpha chain
RWD domain-containing %42 RWD2B 5.61/36.31 5.30/36.50
protein 2B
7(7006) Cyclin-dependent kinases %389 CKS2 8.07/9.85 7.74/5.75

regulatory subunit-2
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5. TARTISMA

Hucre ici iyon dengesi ve hiicre hacminin dizenlenmesinden
sorumlu olan Na*/K*-ATPaz'in son yillarda bu 6zelliklerinin yani sira farkl
bazi fizyolojik ve patolojik olaylarda da yer aldigi goOsterilmigtir. Bunlar
arasinda hicre ici sinyal iletisinin olusumuna aracilik etme ve hicre-hlcre
baglanti bolgelerindeki hiicreler arasi temasin saglanmasi da yer
almaktadir™. Na*/K*-ATPaz'in aracilik ettigi bu islevlerin bilyiik bir kismina,
insanda dahil olmak Uzere, memelilerde endojen olarak sentezlendigi
gosterilmis olan uvabain aracilik etmektedir®®. Uvabain, yiiksek afinite ile
Na'/K*-ATPaz'a baglanmakta ve bu enzimin rol oynadigi bircok olayin
dizenlenmesine aracilik etmektedir. Ancak uvabainin bu etkisinin doz ve

uygulandidi hiicre tipine bagli olarak degistigi distunilmektedir®>*.

Uvabain ve diger bazi kardiyak glikozidler, uzun yillardan beri
konjestif kalp yetmezliginin tedavisinde kullanilan bir ilagc grubunu
olusturmaktadir. Bu ilaglarla tedavi sirasinda uvabain ve benzeri kardiyak
glikozidlere maruz kalan ilk hiicre tipini endotel hiicreleri olusturmaktadir*®.
Uvabainin endotel hicrelerindeki etkinligi, iki farkh doz aralidina sahiptir.
Uvabain, dusik dozlarda endotel hicrelerinin proliferasyonunu stimule
ederken, yuksek dozlarda bu hiicrelerde apoptotik hiicre 6limlerine neden
olmaktadir®®*. Uvabainin bu etkisinde bircok sinyalleme yolaginin roliine
iligkin caligmalar yapiimis olmasina ragmen bu olayin mekanizmasi tam

olarak aydinlatilamamistir.

Diger taraftan kicuk G proteinlerinden olan rho ve onun en
cok calisilan efektdri rho-kinazlarin da bircok hicre tipinde godzlenen
apoptotik olaylarda 6nemli islevlere sahip oldugu bilinmektedir.



Biz de bu tez kapsamindaki ¢alismalarla uvabainin indukledigi
apoptotik htcre o6lumlerine baglh olarak godzlemlenen hicresel protein
ekspresyonlarindaki degisiklikler ile rho kinaz enzimi arasinda herhangi bir
iligkinin bulunup bulunmadigini proteomik yontemler kullanarak belirlemeye

calistik.

Yapilan calismalar sonucunda normal endotel hicrelerinde
204 adet spot belirledik. Bu spotlarin 54 tanesinin uvabain uygulamasi ile
degistigini gozlemledik. Bu 54 spottan 7 tanesinin yogunlugunun selektif bir
rho-kinaz inhibitori olan Y27632 6n uygulamasi ile degistirildigini saptadik.
Daha sonra bu 7 spot MALDI-TOF MS ile analiz edildiginde en yuksek
olasilikl proteinlerin caspase-7, glycoprotein 25L, protein unc-119 homolog
B, neurensin-2, C-type lectin domain family 2 member D, putative FERM
domain-containing protein FKSG43 ve cyclin-dependent kinases regulatory
subunit-2 olduklar belirlenmistir. Bu spotlardan caspase-7 ve protein-unc-
119 homolog B proteinlerinin miktarlari, uvabain uygulamasi ile artmis,
Y27632 6n uygulamasi ile azalmistir. Buna ek olarak neurensin-2, C-type
lectin domain family-2 member D ve putative FERM domain-containing
protein FKSG-43 proteinlerinin miktarlari, uvabain uygulamasi ile azalmis ve
Y27632 uygulamasi ile artmistir. Bulgularimiz, uvabain aracilikli bu protein
ekspresyonlarindaki  degisikliklerde rho/rho-kinaz  yolaginin  rolinin
olacagini dusundurmektedir.

Qiu ve ark. insan umbilikal ven endotel hicrelerinde uvabain
ile indiklenen apoptozisdeki protein ekspresyon dedgisikliklerini
incelenmiglerdir. Ancak bu arastiricilar, uvabain aracilikli  protein
ekspresyonlarindaki degisiklikleri incelemisler, fakat bu dedgisiklikler
Uzerinde hangi yolaklarin etkili olabilecegine dair bir arastirma

yapmamiglardir.
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Belirledigimiz bu 7 spota ait proteinlerin gercekten de so6zu
edilen proteinler olup olmadiginin kesinlestiriimesi icin Western-Blot ve RT-
PCR gibi alternatif yontemler kullanilarak dogrulanmasi gerekmektedir.
Diger taraftan c¢alismamiz sonucunda belirlenen proteinlerin htcresel
islevlerinin ne oldugunun ve uvabain ile indiiklenen apoptozisin nedeni mi
yoksa sonucu mu olarak ortaya ciktiklarinin belirlenebilmesi icin yeni

calismalara ihtiyag vardir.
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6. SONUC

Uvabain ve rho kinazlarin rol oynadigi bircok patolojik olay
birbirleri ile 6rtismektedir. Dolayisiyla uvabain aracilikli bu patolojilerde, bu
maddenin etkisine rho-kinaz enziminin aracilik etmesi olasidir. Biz de bu tez
kapsamindaki  calhsmalar ile uvabain aracihikh  total protein
ekspresyonlarindaki olasi degisiklikler Gizerinde rho-kinaz yolaginin katkisini
belirlemeye calistik. Bu amacla endotel hicreleri kronik olarak uvabaine
maruz birakilmig ve total protein ekspresyonlari ile rho-kinaz inhibisyonu
arasindaki olasi iligki proteomik yontemler ile belirlenmeye calisiimistir.

Calismalarimizin sonucunda 7 adet proteinin
ekspresyonlarindaki degisiklikler ile rho-kinaz enzimi arasinda bir iligkinin
olabilecegini belirledik. Bu proteinler yuksek olasilikla, caspase-7,
glycoprotein 25L, protein unc-119 homolog B, neurensin-2, C-type lectin
domain family 2 member D, putative FERM domain-containing protein
FKSG43 ve cyclin-dependent kinases regulatory subunit-2 proteinleri

olabilir.

Belirledigimiz bu 7 spota ait proteinlerin gercekten de sdzu
edilen proteinler olup olmadiginin kesinlestiriimesi icin Western-Blot ve RT-
PCR gibi alternatif yontemler kullanilarak dogrulanmasi gerekmektedir.
Diger taraftan calismamiz sonucunda belirlenen proteinlerin hicresel
islevlerinin ne oldugunun ve uvabain ile indiiklenen apoptozisin nedeni mi
yoksa sonucu mu olarak ortaya ciktiklarinin belirlenebilmesi igin yeni

calismalara ihtiyac vardir.

57



7. OZET

Bir integral membran proteini olan Na'/K*-ATPaz, hiicrelerdeki
iyonik dengenin saglanmasinda rol oynamaktadir. Kardiyak glikozitlerden
uvabain ise, bu iyon pompasinin spesifik inhibitérudur. Hucreler uzun sire
uvabaine maruz birakildiklarinda apoptotik hicre olumleri

gozlemlenmistir®>*.

Ama bu mekanizmanin nasil oldugu tam olarak
aydinlatilamamigtir. Rho-kinazlar (rho-kinaz 1 ve rho-kinaz 2), kicgiuk G
proteinleri icerisinde en cok arastirilan efektdrlerden  biridir®°®.
Apoptozisdeki  bircok  biyokimyasal ve morfolojik olayda gorev
almaktadirlar*®. Bu calismada uvabain ile indiiklenmis apoptotik hiicre
olumlerinde, rho-kinazin olasi rolini proteomik yaklasimlar kullanarak

degerlendirdik.

insan umbilikal ven endotel hiicreleri, spesifik rho-kinaz
inhibitérd Y27632 varligi veya yoklugu durumunda 16 saat sireyle uvabaine
(10uM) maruz birakilmigtir. Hiicre homojenatlari, 2-D jel elektroforezi ile
ayriimis ve “Invitrogen Simple Blue Safestain” ile boyanmistir. Uvabain
uygulamasi sonucunda, 54 spotun degistigi tespit edilmigtir. Uvabain +
Y27632 uygulamasinda degistigi gbzlenmis olan 7 protein, MALDI-TOF MS
yontemi ile tanimlanmak Uzere secilmigtir. Caspase-7 ve protein-unc-119
homolog B proteinlerinin miktarlari uvabain uygulamasi ile artmig, Y27632
on uygulamasi ile azalmistir. Buna ek olarak neurensin-2, C-type lectin
domain family-2 member D ve putative FERM domain-containing protein
FKSG-43 proteinleri uvabain uygulamasi ile azalmis ve Y27632 uygulamasi

ile artmistir.
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Bu sonugclar, bu proteinlerin ekspresyonlarindaki degisiklikler
Uzerinde rho-kinaz yolaginin 6nemini godstermektedir. Bununla birlikte
sonuclarimizin dogrulanmasi ve bu proteinlerin éneminin belirlenmesi igin

daha baska calismalara ihtiyac vardir.

Anahtar kelimeler: uvabain, rho-kinaz, proteomik
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8. SUMMARY

Na'/K*-ATPase is an integral membrane protein that maintains
ionic balance in the cells. Ouabain, a cardiac glycoside, is a specific inhibitor
of the pump. It has been shown that prolonged exposure to cells to ouabain
results in an apoptotic cell death®**. However the exact mechanism of this
effect was not completely understood. Rho kinases (Rho kinase-1 and Rho
kinase-2), one of the most studied effectors of small G protein Rho, involve
in several biochemical and morphological events in apoptosis**®>®. In the
current work, we evaluated possible involvement of rho kinase in the

ouabain-induced apoptotic cell death using a proteomic approach.

Human umbilical vein endothelial cells were exposed to
ouabain (10 uM) for 16 hours in the presence and absence of the specific
rho kinase inhibitor Y-27632. Cell homogenates were separated by 2D gel
electrophoresis and stained with coomassie blue. It was detected that 54
spots were changed with the ouabain treatment. Seven spots, changed with
ouabain plus Y-27632 treatment, were excised and subjected to MALDI-
TOF MS to indentify the proteins of interest. Caspase-7 and protein unc-119
homolog B proteins, increased with the ouabain treatment, were decreased
by the pretreatment with Y-27632. In addition, neurensin-2, C-type lectin
domain family-2 member D and putative FERM domain-containing protein
FKSG43 proteins decreased with ouabain treatment, were increased by the
pretreatment with Y-27632.

These results indicate that rho kinase pathway may involve in
the expression changes of these proteins. However, further studies are
needed to confirm our results and to determine the importance of these
proteins.
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