Mersin Univ Saglik Bilim Derg, 2(2);2009

Rho Kinaz ve Apoptoz

Rho Kinase and Apoptosis

Aysun OZDEMIR', Mustafa ARK*

! Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dali, Ankara

Ozet

Programli hiicre oliimii olarak bilinen apoptoz, c¢esitli
morfolojik degisimlerle karakterizedir. Sistein proteaz olan
kaspazlar, membran tomurcuklanmasi, kromatin
yogunlasmasi, DNA disintegrasyonu ve hiicre parcalanmasi
gibi apoptotik morfolojik degisimlerden sorumludur.
Apoptoz, yasamin her asamasinda geligir ve normal doku
homeostazinda 6nemli bir rolii vardir. Bunun yani sira
apoptoz, AIDS, Alzheimer, otoimmiin hastaliklar ve bazi
kardiyovaskiiler hastaliklari gibi bircok patolojik durumlara
da eslik eder.

Hiicre ici birgok sinyalleme mekanizmalarina aracilik eden
kiiciik bir G proteini olan Rho’nun, 1990’larin ortalarinda
iki efektorii tanimlanmustir. Bunlar ROKa/ROCK II ve
ROKp /ROCK I (Rho kinazlar)’'dir. Rho kinazlarin kan
basinct  homeostazi, diiz kas kontraksiyonu, hiicre
proliferasyonu,  hiicre  adezyonu, migrasyonu ve
inflamatuvar cevabi da iceren ¢ok sayida onemli fizyolojik
islevlere katildigi gosterilmigtir.  Yapilan caligmalarda,
ROCK I ve ROCK II'nin apoptozun diizenlenmesinde etkili
oldugu goriilmiistir. ROCK I ve ROCK II'nin apoptozun
islem fazinda (‘“‘execution phase’’) Xkesilip etkinlestigi
gosterilmistir. Etkin ROCK’nin indiikledigi miyozin hafif
zincir fosforilasyonu membran tomurcuk olusumuna neden
olmaktadir. Ayrica ROCK’nin hiicre pargalanmasi ve
apoptotik cisimciklerin fagositozu gibi apoptozun 6teki
basamaklarinda da etkili oldugu bilinmektedir. Apoptozun
biyokimyasal  yollarinin  anlasilmasi  kanser  ve
kardiyovaskiiler bozukluklar gibi etiyolojisi tam olarak
bilinmeyen bir¢ok hastaliin tedavisi i¢in yararlt olabilir. Bu
derlemede apoptozun diizenlenmesinde ROCK
sinyalizasyonunun anlasilmasina odaklanilmastir.
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Abstract

Apoptosis, programmed cell death, is characterized by
several morphological changes. Cysteine-proteases called
caspases are responsible for those apoptotic
morphological changes including membrane blebbing,
chromatin condensation, DNA disintegration and cell
fragmentation. Apoptosis develops during lifetime and
has an important role in normal tissue homeostasis.
Moreover, apoptosis contributes to several pathological
conditions including AIDS, Alzheimer, autoimmune
syndromes and cardiovascular diseases.

Small G protein Rho mediates several intracellular
mechanisms. In the middle of 1990’s two effectors of
Rho, ROKo/ROCK II and ROKf /ROCK 1 (Rho kinase),
were identified. It was shown that Rho kinases contribute
to physiological functions such as blood pressure
homeostasis, smooth muscle  contraction, cell
proliferation, adhesion, migration and inflammatory
response. Recent studies showed that two ROCK
isoforms, ROCK I and ROCK II, are involved in the
regulation of apoptosis. ROCK I and ROCK 1I were
shown to be cleaved and activated in the execution phase
of apoptosis. Activated ROCK-induced myosin light
chain phosphorylation increases membrane blebbing.
ROCK also has roles in other processes of apoptosis such
as fragmentation and phagocytosis of apoptotic bodies.
Identifiying possible involvement of ROCK in the
regulation of apoptosis can be helpful in treating several
diseases such as cancer and cardiovascular disorders. This
review focuses on understanding of ROCK signaling in
the regulation of apoptosis.

Key Words: apoptosis, Rho-associated kinases, ROCK 1,
ROCKII
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Giris

Kiicik G proteinlerinden olan Rho’nun, hiicre
adezyonu, proliferasyonu ve apoptoz gibi bircok hiicresel
olayda diizenleyici islevi vardir. Rho’nun, ¢ok sayidaki
efektoriinden en iyi bilinen ve {izerinde en c¢ok calisilani
Rho kinazdir. Rho kinazin iki izoformu, ROKa/ROCK 1II ve
ROKSp /ROCK I, bulunmaktadir (1,2).

Apoptoz, gereksinim duyulmayan ve biyolojik islevleri
bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar verilmeden gerceklesen
programli 6lim geklidir. Her iki ROCK izoformunun da
apoptozda 6nemli role sahip oldugu gosterilmistir. ROCK 1,
kaspaz 3 aracilikli kesilme ile etkin olurken (3,4); ROCK 1I,
granzim B aracilifi ile kesilerek etkin edilmektedir (5).
Aktif formlar, apoptotik hiicrelere 6zgiil olan membran
tomurcuk (*‘blebbing’’) olusumuna aracilik etmektedirler.

Bu derlemede hiicre ici birgok mekanizmada etkili olan
ROCK’un apoptozdaki rolii degerlendirilmistir.

Apoptoz

Apoptoz Yunanca bir sozciik olup (apo:den/-dan ve
ptosis:diismek) ilk kez Kerr ve ark. (6) tarafindan bir ¢esit
hiicre 6liim seklini tanimlamak icin kullamilmustir. Enerjiye
bagimh olarak ger¢eklesen apoptoz, morfolojik degisimlerle
kendini gosterir. Ik olarak hiicre biiziliir, niikleusta
kromatin yogunlasir ve DNA pargalanir. Bu DNA pargalar
ve cesitli hiicresel organeller hiicre zan ile paketlenir
(apoptotik cisimcikler) ve ortamdan komsu hiicreler veya
makrofajlar tarafindan fagositozla uzaklastirilirlar (7).

Programli hiicre 6limiinde islem fazi, apoptozun aktif
faz1 olarak bilinir. Yaklagik bir saat siiren bu dénem c¢esitli
morfolojik degisimlerle karakterizedir (membran tomurcuk
olugumu, kromatin yogunlagmasi ve DNA parc¢alanmasi
gibi). Islem fazi iic asamada gerceklesmektedir (7).
Saliverilme (“‘release’’) asamasinda hiicreler ekstraselliiler
matriksten koparak kiiresel bir sekle sahip olurlar. Hiicrede
aktin kortikal bolgede halka seklinde toplanir ve tomurcuk
olusumuna zemin hazirlanmig olur. Tomurcuklanma
asamasinda ise miyozin II aktivasyonu sonucu kortikal aktin
halkasi1 biiziilir. Ayn1 anda hiicre membrani-aktin
kenetlenmesinde olusan giicsiizliik sonucu membran-aktin
baglantist  koparak tomurcuk olusumu goriillmektedir.
Apoptotik  hiicrelerde  tomurcuklanma  durdugunda
yogunlasma asamasina gecilir. Bu asamada hiicreler ya
kiiciik apoptotik cisimciklere ayrilir ya da tek bir kiigiik
hiicre bi¢iminde yogunlasir.

Apoptoz yasamin her asamasinda gelisir ve normal
doku homeostazinda Onemli bir role sahiptir. Apoptoz
stiresince olusan bircok morfolojik ve biyokimyasal
degisimler kaspazlarm aktivasyonu ile gerceklesir. Sistein
proteazlar olarak bilinen kaspazlar, aspartik asitten sonraki
peptid bagim kirarlar. Apoptozda kaspazlarmm aktivasyonu
iki farkli yolla gerceklesebilir. Hiicre yiizeyindeki 6liim
reseptorlerini kullanan dig (ekstrinsik) yol, ozgiil oliim
sinyallerinden  sorumludur. I¢ (intrinsik) yol ise

endoplazmik retikulum ve mitokondri aracilikli sinyalleri
icerir (8).

Dis yolda, Fasl ve tiimor nekroze edici faktdr (TNF)
gibi 6lim ligantlar1 reseptorleri  ile birlestiginde
kendilerinde dogal olarak bulunan ve oliim bolgeleri
olarak adlandirilan FADD (Fas associated death domain)
ve TRADD (TNFR associated death domain) ile
etkilesime gecerler (9). FADD ve TRADD prokaspaz 8’i
keserek aktif kaspaz 8’1, aktif kaspaz 8 de, prokaspaz 3’
keserek aktif kaspaz 3’ olusturur. Boylece kaspazlarin
kaskat seklinde aktivasyonlar1 baglamis olur.

I¢ yolda mitokondri, 6liim sinyallerini iletmede ve
yiikseltgemede oOnemli role sahiptir. Radyasyon ve
sitotoksik maddeler gibi uyarimlar proapoptotik etkili Bax
ve Bak’in mitokondri membranma transloke olup
sitokrom c’nin  mitokondriden saliverilmesine neden
olurlar. Sitokrom c mitokondriden saliverildikten sonra
APAF-1’e (“apoptotic protease activating factor-1")
baglanir ve onu etkinlestirir. ATP’nin de bu yapiya
katilmasiyla apoptozom adi verilen kompleks bir yapi
olusur. Bu yap1 inaktif olan prokaspaz 9’u aktif kaspaz
9’a doniistiiriir. Kaspaz 9 da kaspaz 3’ etkinlestirir. Aktif
kaspaz 3, kompleks halinde bulunan kaspaz ile aktiflesen
deoksiriboniikleaz ve inhibitoriinii keserek birbirinden
aymr. Boylece serbest haldeki kaspaz ile aktiflesen
deoksiriboniikleaz, apoptozun gostergesi olan kromatin
yogunlasmasina ve DNA parcalanmasina neden olur.

Apoptozom olusumu, kaspaz inhibitori (IAP-
Inhibitor of apoptosis proteins) ile engellenebilir.
Mitokondriyal proteinler olan Smac/DIABLO ve
Omi/HtrA2 ile de IAP’1n etkisi antagonize edilir.

Ayrica ekstrinsik uyar1 ile mitokondriyal yol da
etkinlesir. Aktif haldeki kaspaz 8, proapoptotik etkili
Bid’i etkin ederek sitokrom ¢ saliverilmesine neden olur.

Kiiciik G Proteinleri

Son yillarda yapilan ¢alismalar, kii¢iik GTP’ye bagh
proteinlerin (G proteinleri) hiicre ici sinyalleme yollarinda
onemli role sahip oldugunu gostermistir. Kiicik G
proteinleri (20-35 kDa) hiicre farklilagmasi, boliinmesi,
hiicre iskeletinin kontrolii gibi cesitli hiicresel olaylarda
gorev alir. Tim G proteinleri aktif GTP-bagli form ile
inaktif GDP-bagli formda bulunurlar. GEFs (guanin
niikleotit degistirici faktorler) ve GAPs (GTPaz etkin
edici proteinler) proteinleri bu dongiiyii diizenler.

G proteinleri Rho, Ras, Rab, Sarl/Arf ve Ran
ailelerinden olusur (10). Ras ailesinin Rap, Ral ve Reb,
Rho ailesinin Rho (A’dan E’ye ve G izoformlar1), Rac
(I’den 3’e izoformlar), Cdc42 ve TC10 olmak iizere
iiyeleri  belirlenmistir  (10). Ras proteinleri  gen
transkripsiyonuna aracilik eden sinyalleri diizenlerken,
Rho proteinleri aktin hiicre iskeletinin islevlerini diizenler.
Rab, Ran ve Arf proteinleri ise vezikiiler ve niikleo-
sitoplazmik tagimadan sorumludur.
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Rho/Rho Kinaz Yolag:

Rho, hiicrede GTP-bagli aktif form ile GDP-bagh
inaktif formda bulunur. Rho A, Rho B ve Rho C (toplam
Rho olarak bilinir) amino asit dizilisi bakimindan %85
benzerlik gosterir (11). Rho proteinleri gen ekspresyonunu
ve aktin hiicre iskeletini kontrol eden sinyalleme yollarinda
etkilidir. Rho’ya bagimli yollar, Rho inhibit6rii olan ve
Clostridium botulinum’dan elde edilen C; transferaz toksini
kullanilarak incelenmistir.

Rho kinazlar (ROCK’ler) Rho’nun ilk efektorleri olarak
kesfedilmistir. ROCK, ROCK I ve ROCK II olmak iizere iki
izoforma sahiptir. 1990’larin ortasinda ilk olarak ROK
o/ROCK II/Rho kinaz a izole edilmistir (1,2,12). ROCK’nin
baska izoformu ise ROK B/ ROCK I /Rho kinaz B olarak
tanimlanmigtir (1,2,12).

Rho Kinazlari Yapisi

ROCK, 160 kDa molekiil agirligina sahip,
serin/treonin kinaz etkinlikli protein olarak
tanimlanmistir. Rho kinaz N-terminal bolgesinde bulunan
katalitik (kinaz) bolge, orta boliimde bulunan kivrilmig-
kivrim (coiled-coil) bolge, C-terminal bolgesinde bulunan
ve sisteince zengin (SZ) boliimden olusan plekstrin-
homologu (PH) bolge olmak iizere ii¢ ana bolgeden olusur
(9) (Sekil 1). Rho kinaz iizerinde Rho’nun baglandig:
bolge (RBB), enzimin kivrilmis-kivrim boélgesinin C
terminalinde lokalize olmustur. GTP-bagli Rho’nun bu
bolgeye baglanmasi ile de Rho kinazin etkinligi
artmaktadir (9).

Rho-kinazin her iki izoformu, kinaz bolgesinden
%92, tim amino asit diziliminden %65 benzerlik
gostermektedir (2).

ROCK |
176 338 460 1068 1354
NH,—|  Kinaz | ( REB PH [sz COOH
| |
| |
Kivrilmis-kiviim
ROCK I
192 354 452 1102 1388
NH,—|  Kinaz | ( RBB PH [sz COOH

Kivrilimis-kKiviim

Sekil 1 : ROCK (Rho kinaz) I ve II’nin molekiiler yapisi
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Rock Aktivitesinin Diizenlenmesi

ROCK otoinhibitor etkiye sahiptir (13). Inaktif formda
ROCK’nin C-terminal PH bolgesi ve RBB, kinaz bolgesi ile
etkilesim i¢indedir. Bu etkilesimden dolay1 enzim katalitik
etkisini gosterememektedir.

Enzimin etkinlik gosterebilmesi i¢in inhibitor C-
terminal bolgesi ile katalitik bolge arasindaki etkilesimin
bozulmas1 gerekmektedir. Bu etkilesim, ya c¢esitli
substratlarin  enzimin C-terminal bolgesinde kendilerine
ozgiil baglanma yerlerine baglanmasi ile ya da inhibitér C-
terminal bélgesinin kesilmesi ile engellenir (13).

ROCK etkinligi cesitli mekanizmalarla diizenlenir.
Enzimin kinaz etkinligi Rho’ya baglanmasindan sonra artar
(2). Kivrilmig-kiviim  bolgesinde bulunan RBB  yaklasik
seksen amino asit uzunlugunda olup, Rho A, Rho B, Rho C,
gibi yalmzca aktif durumdaki Rho GTPaz’larla etkilesim
icindedir (14). GTP-baghh Rho’nun, RBB’ye baglanmasi ile
ROCK’nin inhibitér karboksi terminal bolgesi ile katalitik
bolgesi arasindaki etkilesimi bozularak enzim aktiflesir.
Rho’ya bagimli ROCK aktivasyonu hiicre tiirtine baglh
olarak kasilabilirliginde, hiicre gecirgenliginde, migrasyonu
ve proliferasyonunda degisiklige ve apoptoza neden olabilir.

Arakidonik asit (AA) ve sifingosilfosforilkolin (SPC)
gibi lipit mediyatorleri de PH bolgesi ile etkileserek
ROCK’yi, Rho’dan bagimsiz olarak etkin hale getirebilirler
(15,16).

ROCK, inhibitér karboksi terminal bolgesinin
proteolitik olarak kesilmesi ile de etkin edilebilir. Bu
durumda inhibitor bolge kesilerek uzaklastirilir ve enzimin
aktif bolgesi agi3a c¢ikar. Apoptoz siiresince kaspaz 3,
ROCKTI'i DETD1113 bélgesinden keserek aktiflestirir (3,4).
Diger yandan sitotoksik T lenfositlerine ait graniillerden
salgilanan proapoptotik bir enzim olan granzim B, ROCK
I'yi IGLD1131 bolgesinden keserek aktif hale getirir (5).
Ayrica endotel hiicrelerinde ROCK II'nin, trombine yanit
olarak kaspaz 2 aracilikli kesilme ile de aktif hale geldigi
bilinmektedir (17). Ancak bu son olay apoptozdan bagimsiz
olarak gerceklesmektedir.

Yapilan arastirmalar, baska kiiciik GTP-bagh
proteinlerin ROCK’lerin negatif diizenleyicisi olarak
calisigim gostermistir. Gem ve Rad ROCK’ye baglanip
enzimi inaktive etmektedir (18). Gem ROCK I aracilikli
MLC (miyozin hafif zincir) ve MLC fosfatazin
fosforilasyonunu inhibe etmektedir, buna karsin Rad ROCK
II’nin indiikledigi yanitlari inhibe etmektedir (18). Bir baska
kiiciik G proteini olan Rho E ise ROCK I’in N-terminal
bolgesine baglanarak, Rho’nun RBB’ye baglanmasini
engeller (19). Y27632 ve fasudil gibi ROCK inhibitorleri
enzimin kinaz bolgesine baglanarak hem ROCK I hem de
ROCK II'yi inhibe ederler (20).

Kaspaz 3 aracilikli ROCK I aktivasyonu apoptotik
uyarana bagli olmaksizin, hemen hemen tiim apoptotik
olaylarda membran tomurcuk olusumundan sorumludur.
Diger taraftan, Rho aracilikli ROCK I ve ROCK 11, granzim

B ve kaspaz 2 aracilikli ROCK 1I aktivasyonu hiicre
tiirline ve/veya apoptotik uyarana baglhdir (5,17,21).

Rock Ekspresyonu ve Lokalizasyonu

ROCK 1I beyin ve kas dokusunda cok eksprese
olurken, ROCK I bobrek, karaciger ve testislerde eksprese
olmaktadir., Hem ROCK I hem ROCK II damar diiz
kasinda ve kalpte eksprese olmaktadir. ROCK I ve ROCK
II hiicrede sitozolde bulunurken, Rho ile etkin
edildiklerinde membrana dogru hareket edip membrana
baglanirlar (12). ROCK 1II hiicre hareketinde, stress
filament ve vimentin aracilikli filament aginin olusumu
sirasinda  kesilme girintilerinde  (cleavege  furrows)
bulunurken, ROCK TI’'in sentrozomlarla  birlikte
bulunduklari gsterilmistir (22).

Rock’un Substratlari

Serin-treonin kinaz etkinlikli olan ROCK I ve ROCK
I cesitli proteinlerin fosforilasyonuna neden olur.
Fosforilasyon R/KXS/T veya R/KXXS/T amino asit
sekanslarindan gerceklesmektedir (R, arjinin; K, lizin; S,
serin; T, treonin; X, herhangi bir amino asit) (23). Ayrica
ROCK’ler kendi kendilerini de fosforile ederek islevlerini
diizenleyebilirler (2).

Yirmiden ¢ok ROCK substrati tanmimlanmstir ve
bircok substrat icin ROCK’nin yalmizca bir izoformu
(genelde ROCK 1II) test edilmistir (22). Katalitik
bolgelerinden %92 benzerlik gosteren ROCK I ve ROCK
I'nin aym1 substratlart fosforilledigi diisiiniilmektedir.
Ancak yalmzca ROCK I, Rho E’ye baglanip onu
fosforilledigi i¢in bagka hedefleri de bulunabilir (24).

ROCK’nin ilk belirlenen substratlarn MLC ve
miyozin hafif zincir fosfatazin miyozin bagh alt birimidir
(MYPT1) (25). ROCK tarafindan fosforillenen MLC etkin
olurken, MYPT1 inaktiflesmektedir. Bu bicimde
dogrudan ya da dolayli olarak artmig MLC fosforilasyonu
sonucu aktomiyozin baglanmas1 tetiklenerek hiicre
kasilmasi gerceklesir (26).

Rho/Rho kinaz yolaginin agonistlerle indiiklenen ve
kalsiyum duyarliliginmi artirarak diiz kas kasilmasina neden
olmasi, miyozin fosfataz etkinliginin inhibisyonu ile
gerceklestigi  disiintilmektedir (16). Agonist aracilikli
kasilmanin yaninda sigan renal arterinde 6zgiil bir sodyum
pompast inhibitorii olan ve memelilerde endojen olarak
bulunan uvabainin neden oldugu kasilmalarda da
ROCK ’nin rolii oldugu gosterilmistir (27).

Aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesinde MLC ve
MYPT1’den baska etkili olan ROCK substratlart da
vardir. Bunlar CPI-17, kalponin, LIM kinazlar,
ezrin/radiksin/moesin (ERM), adusin, sodyum-hidrojen
degis tokuscusu (NHE1) ve ZIP kinazdir (9).
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Diger taraftan hiicre 6liim ve canlilifinda 6nemli role
sahip olan bircok ROCK substrati da bulunmaktadir.
Bunlardan yeni tanmimlanan fosfataz ve tensin-homologu
(PTEN), ROCK tarafindan fosforillenen bir bagka substrattir
(28). Fosforilasyon sonucu PTEN’nin fosfataz etkinligi
artmaktadir. PTEN, proteinleri ve fosfoinositleri defosforile
etmesi disinda antiapoptotik etkili olan fosfotidilinozitol
(PI)-3 kinaz/Akt yolaginin da negatif diizenleyicisidir.
PTEN’nin apoptoz disinda hiicre adezyonu, migrasyonu ve
farklilasmasinda etkili oldugu bilinmektedir.

Gozlenen Morfolojik
Degisikliklerin Diizenmesinde Rock’un Rolii

ROCK, apoptozun islem fazinda gerceklesen hiicre
kasilmasi, membran tomurcuk olusumu, cekirdek
parcalanmasi ve apoptotik hiicrelerin apoptotik cisimciklere
boliinmesi gibi morfolojik olaylarin  diizenlenmesinde
etkilidir.

Membran Tomurcuk Olusumu

Apoptoz, saliverilme, tomurcuklanma ve yogunlasma
olmak iizere lic asamada gerceklesir (7). Bu asamalardan
olan apoptotik membran tomurcuk olusumu, MLC
fosforilasyonu ve aktin ile miyozin II’nin etkilesmesi
sonucu hiicre kasilmasi ile diizenlenir (29). MLC
fosforilasyonunun membran tomurcuk olusumunda onemli
bir basamak oldugu, tomurcuklu hiicrelerde MLC
fosforilasyonundaki artis ve STS, KT5926, ML-9 ve ML-7
gibi MLCK (myosin light chain kinase) inhibitorleri
kullanilmasi sonucu azalan tomurcuk sayisi ile gosterilmistir
(29). Ayrica kiicik G proteini olan Rho’nun da MLC
fosforilasyonunu artirmasindan dolayr apoptotik membran
tomurcuklanmasinda etkili oldugu gosterilmistir (29). Ancak
yapilan son calismalar Rho A aktivasyonunun apoptotik
kasilma ve membran tomurcuk olusum mekanizmasindan
sorumlu olmadigmi gostermistir.  Rho’nun  Clostridium
botulinum’dan elde edilen C3 toksini ile inhibe edilmesi
sonucu membran tomurcuk olusumunu veya MLC
fosforilasyonunu inhibe etmedigi goriilmiistiir (3,4).

Rho/Rho kinaz yolagmin aktin hiicre iskelet yapisinin
dizenlenmesine aracilik ettigi bilindiginden, apoptotik
morfolojik degisimlerde etkili olabilecegi diistiniilmustiir.
Membran tomurcuk olusumunun ve apoptotik hiicrelerin
diizenlenmesinde kaspaz 3 araciliklh ROCK I kesilmesi ve
aktivasyonunun rolii, ilk kez anti-Fas antikoru uygulanmig
jurkat hiicrelerinde ve TNFo-uygulannus NIH3T3
fibroblastlarinda  gosterilmistir  (3,4). Apoptotik  6liim
boyunca kaspaz 3 tarafindan C terminal inhibit6r bolgesinin
kesilmesi sonucu aktif formuna dontisen ROCK I'in, MLC
fosforilasyonunu artirmast sonucu membran tomurcuk
olusumunda etkili oldugu saptanmustir (3,4) (Sekil 2).

TNFo- ve anti-Fas antikoru ile hiicre 6liimiiniin
indiiklendigi hiicrelerde, ROCK 1 aktivasyonu gec fazda
gerceklestiginden, ROCK inhibisyonu apoptotik siireci
engellememektedir (3,4).

Bazi1 apoptotik durumlarda, Rho’ya bagimli ve
kaspazdan bagimsiz ROCK aktivasyonu ile de membran
tomurcuk olusumu gerceklesebilir (21). Bu siirecte hem
ROCK I hem de ROCK II etkili olabilmektedir.

Kaspaz 3 aracilikli ROCK I aktivasyonu, apoptotik
tomurcuk olusumunda bilyiik bir 6neme sahiptir. ROCK
I'in yamisra Rho tarafindan etkinlesen ve MLC
fosforilasyonunda diizenleyici olan ROCK II de bu
siirecte  etkili olabilmektedir.  Sitotoksik  lenfosit
graniillerinin indiikledigi apoptozda, yalmizca ROCK 1I
granzim B aracilikli kesilme ile aktif hale gelmektedir.
Aktif hale gelen ROCK II kaspaz 3 aktivasyonundan
bagimsiz olarak membran tomurcuk olusumunu
indiiklemektedir (5).

Apoptotik Hiicre Parcalanmasi

ROCK’nin membran tomurcuk olusumunda etkili
oldugu bilindiginden, apoptozun islem fazinda
gerceklesen hiicre parcalanmasinda da rolii olabilecegi
disiinilmistir. ROCK  aktivasyonu  ve  MLC
fosforilasyonu, pargalara ayrilmis DNA’nin apoptotik
cisimcikler icine yerlesmesinde etkili oldugu kadar (3),
NIH3T3  hiicrelerinde  apoptoza  bagh  ¢ekirdek
parcalanmasinda da gorevlidir (30).

COS-7 hiicrelerinde yapilan bir baska calismada,
apoptozda goriilen apoptotik cisimciklerin olusumunun,
ROCK inhibitorleri (Y-27632 veya H-1152) ile 6nlendigi
belirlenmistir (31). Latrunsulin B ve blebbistatin gibi aktin
ile miyozinin aracilik ettigi kasilmay: onleyen maddeler,
hiicrelerin parcalanmasini1 6nledigi i¢in ROCK I’in de bu
olaydaki roliiniin aktin ile miyozinin aracilik ettigi
kasilmasi araciligi ile olustugu diisiiniilmektedir (32).

Yalniz Y27632 varliginda olen Jurkat hiicreleri,
inhibitor yoksunlugunda o6len hiicrelerle ayni etkinlikte
makrofajlar  tarafindan fagosite edildiginden, olii
hiicrelerin fagositoz icin hazirlanmasinda ROCK’nin
Oneminin hiicre tiiriine ve/veya apoptotik uyarana gore
degismekte oldugu goriilmiistiir (31).

ROCK etkinliginin inhibisyonu, parcalara ayrilmis
DNA’nin membran tomurcuk ve apoptotik cisimcik igine
yerlesimini de engellemistir’.

Biitiin bu bulgular, ROCK’nin apoptotik hiicrelerin
parcalanmasinda  Onemli  role  sahip  oldugunu
gostermektedir.
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Sekil 2. Apoptozda ROCK (Rho kinaz) I ve II'nin farkli sekillerdeki aktivasyonu ve buna bagli apoptotik membran

tomurcuklanmasinin olusumu.

Apoptotik Hiicrelerin Fagositozu

Apoptoz sonunda hiicre, kendini kiigiik apoptotik
cisimciklere paketler. Boylece hiicre icerigi disar1 cikmadan
komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan bu cisimcikler
fagosite edilebilir. Apoptotik cisimciklerin ortamdan
uzaklastirilmas: sayesinde hiicreler, hiicre iceriginin disari
¢ikmasindan dolay1r olusacak yangidan korunmus olur. Bu
ylizden apoptotik cisimciklerin temizlenmesi organizmalar
icin onemlidir.

Apoptozun islem fazinda hiicreler fagosite edilmek
lizere bir dizi degisimlerden gegerler. Olen hiicreler kiiciiliir,
apoptotik cisimciklere parcalanir ve hiicre membraninda
fagositik belirteclerin ekspresyonu gerceklesir. Apoptotik
PC12 hiicrelerinde yapilan calismada, islem fazinda
kaspazlar tarafindan etkinlesen ROCK I’in fagositik belirteg
olan GIcNAc ekpresyonunda etkili oldugu goriilmiistiir.

Yine ayni ¢alismada Y27632 ile gerceklestirilen ROCK
inhibisyonu, fagositozun etkinligini azaltmistir (33).
Apoptotik hiicrelerin temizlenmesinde aktin hiicre
iskeleti diizenlenmesi {izerinde rolii olan Rho ve
ROCK ’nin etkili oldugunu gostermistir (34,35). Rho A ve
ROCK’nin aktivasyonu kompleman reseptor (CR)-
aracilikli  fagositozda etkilidir  (34,35).  Apoptotik
hiicrelerin yutulmasi sirasinda Rho etkinliginde azalma
gorilmiistir  (35). Rho  aracilikli  sinyallemenin
inhibisyonu da apoptotik  hiicrelerin  yutulmasini
giiclendirdigi icin Rho’nun bazal fagositozu oOnledigi
bilinmektedir. Yutulma iizerinde bu inhibitér etkinin
birinci sorumlusu ROCK olarak gosterilmektedir (34).
Apoptotik hiicrelerin makrofajlar veya fibroblastlar
tarafindan temizlenmesi, fagozomlarin hizli bir bigimde
olgunlasmasmma  baghdir. Bu olgunlagmanin  da



Rho Kinaz ve Apoptoz

Rho/ROCK/ERM
gosterilmistir (34).

sinyalleme yolagina bagli oldugu

Patofizyolojik Durumlarda Rock

ROCK’nin, hiicre hareketi ve adezyonu, diiz kas
kasilmasi, fagositoz gibi aktin ile miyozininin aracilik ettigi
bir¢cok hiicresel olayda etkili olmasinin yamsira, hiicre
cogalmasi, farklilasmast ve apoptozda da rol aldif
bilinmektedir. Bu nedenle ROCK’nin, apoptozdaki roliiniin
aydinlatilmas1 etiyolojisi tam olarak bilinmeyen bircok
hastaligin tedavisinde yol gosterici olabilir.

Bu hastaliklardan biri olan preeklampside, hastalarin
plasentalarindaki sinsitiyotrofoblast hiicrelerinde apoptozun
arttif1 bilinmektedir. Artmis sinsitiyotrofoblast apoptozunun
da bu hiicrelerdeki mikroviliislarin dokiilmesini arttirdigi
diistintilmektedir. Ark ve ark. (36) yaptiklar: bir ¢aligmada,
preeklamptik gebelerin plasentalarinda ROCK II ekspresyon
ve aktivasyonunda artig oldugunu  gostermislerdir.
ROCK’nin apoptozda olusan morfolojik degisimlere neden
oldugu bilindiginden, ROCK II ekspresyonlarindaki bu

artisgin  plasental apoptosize aracilik edebilecegi ve
mikrovillis dokiilmesindeki artisgin  nedeni  olabilecegi
vurgulanmistir.

Cesitli kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumunda da
apoptozun tetiklendigi gosterilmistir. Ornegin kaspaz 3
aktivasyonunu iceren apoptotik yollarin kalp yetersizligine
eslik ettigi bilinmektedir. Bu yiizden aktif kaspaz 3
substratlarindan  olan ROCK’nin  kalp  yetersizligi
patojenezinde rolii oldugu diisiiniilmektedir. Miyokardiyal
ROCK T’in, kalp yetersizligi olan hastalarda ve genetik
kardiyomiyopatili fare modellerinde kaspaz 3 tarafindan
kesilip etkinlestigi gosterilmistir (37).

Kalp yetmezligi disinda, iskemi/reperfiizyon sirasinda
gerceklesen apoptozda da Rho kinaz aktivasyonu rol
almaktadir. Antiapoptotik etkinlige sahip fosfotidilinozitol
3-kinaz/Akt yolaginin negatif diizenleyicisi olan ROCK’ nin
inhibisyonunun, iskemi/reperfiizyon’un indiikledigi
apoptozda koruyucu etkisi insan umbilikal ven endotel
hiicrelerinde arastirilmustir. Yapilan bir ¢alismada, endotel
hiicrelerindeki apoptozun, Y27632 ile gerceklestirilen
ROCK inhibisyonu sonucu azalma oldugu goriilmiistiir (38).

Rho/Rho kinaz yolagimin aktivasyonunun
iskemi/reperfiizyonun neden oldugu apoptoza eslik ettigi
baska calismalar da vardir. Del Re ve ark. (39) yaptig
calismada, Rho A aktivasyonunun ROCK aracihifn ile
mitokondride proapoptotik etkili olan toplam ve aktif Bax
diizeyini artirarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir.

ROCK aktivasyonunun apoptotik mekanizmalarda
onemli role sahip oldugu bircok calismada gosterilmis
olmasina karsin, ROCK inhibitérii olan Y27632°nin de
proapoptotik  etkiler olusturdugu  goriilmiistiir.  Insan
bronkiyal epitel hiicrelerinde ise Y27632’nin aktin filament
biitiinliigiinde degisiklige neden olarak apoptozu indiikledigi
gorlilmiistiir (40).

Yukarida gozden gecirilmis olan calismalar,
ROCK’ye bagiml sinyalleme yolaginin apoptozda olugan
morfolojik degisimlerde 6nemli role sahip oldugunu
gostermektedir. Ancak ROCK aracilikli gelisen olaylarin
mekanizmasi yapilan ¢ok sayida aragtirmaya karsin tam
olarak aydmlatilamamigtir. ROCK’nin  apoptozdaki
roliiniin molekiiler diizeyde anlasilmasi, bu olgunun yer
aldign bircok patofizyolojik durumda yeni terapotik
yaklagimlarin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.
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