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Ozet

Amac: Bu calismada, uvabain ile indiiklenmis apoptotik
hiicre oliimlerinde, Rho-kinazin olast roliiniin proteomik
yaklasimlar kullanilarak degerlendirilmesi amaclandi.
Yontem: insan umbilikal ven endotel hiicreleri, 10 uM
uvabain, 10 uM Y27632 (uvabain uygulamasindan 30 dk
once)+10 uM uvabain ve yalniz 10 uM Y27632’ye maruz
brrakilmistir. Hiicre homojenatlar;, iki boyutlu jel
elektroforezi ile ayrilmig ve Coomassie mavisi ile
boyanmustir .

Bulgular: Uvabain uygulamast sonucunda, 54 spotun
degistigi  tespit  edilmistir.  Uvabain +  Y27632
uygulamasinda degistigi gbzlenmis olan 7 protein, MALDI-
TOF MS yontemi ile tanimlanmak iizere secilmistir.
Kaspaz-7 ve protein-unc-119 homolog B proteinlerinin
miktarlar1 uvabain uygulamasi ile artmis (p<0.05) ve bu
artts Y27632 6n uygulamasi ile azalmistir(p<0.05). Buna
ek olarak norensin-2, C-type lectin domain family-2
member D ve putative FERM domain-containing protein
FKSG-43 proteinleri uvabain uygulamas: ile azalmig
(p<0.05) ve bu azalis Y27632 6n uygulamasi ile artmistir
(p<0.05).

Sonuc¢: Bu sonuglar, bu proteinlerin ekspresyonlarindaki
degisiklikler iizerinde Rho-kinaz yolagimin Onemini
gostermektedir. Kaspaz-7, protein unc-119 homolog B,
norensin-2 ve C-tipi lektin bolgesi ailesi-2 iiyesi D

proteinleri sirasiyla, apoptoz, norotransmitter salinimi,
timor slipresyonu ve osteoklast olusumunun
inhibisyonunda yer almaktadirlar. Bununla birlikte

sonuglarimizin dogrulanmast ve bu proteinlerin éneminin
belirlenmesi icin daha bagka ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
Anahtar sozciikler: uvabain, Rho-kinaz, proteomik,
apoptoz, sodyum pompast.
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Abstract

Objective: In the current work, we aimed to evaluate
the possible involvement of Rho kinase in the ouabain-
induced apoptotic cell death, using a proteomic
approach.

Method: Human umbilical vein endothelial cells were
exposed to 10 uM ouabain, 10 utM Y27632 (30 min
before the ouabain treatment)+10 pM ouabain, and 10
uM Y27632 alone. Cell homogenates were separated
by 2D gel electrophoresis and stained with Coomassie
blue.

Results: It was detected that 54 spots were changed
with the ouabain treatment. Seven spots, changed with
ouabain plus Y27632 treatment, were excised and
subjected to MALDI-TOF MS to identify the proteins
of interest. The levels of caspase-7 and protein unc-119
homolog B proteins increased with ouabain treatment
(p<0.05) and this increase has decreased by the
pretreatment with Y27632 (p<0.05) . In addition, the
levels of neurensin-2, C-type lectin domain family-2
member D and putative FERM domain-containing
protein FKSG43 proteins were decreased with ouabain
treatment (p<0.05). This decrease has increased by the
pretreatment with Y27632 (p<0.05).

Conclusion: These results indicate that Rho kinase
pathway may involve in the changes of expression of
these proteins. Caspase-7, protein unc-119 homolog B,
neurensin-2 and C-type lectin domain family-2
member D proteins are involved in apoptosis,
neurotransmitter release, tumor suppression and the
inhibition of osteoclast formation, respectively.
However, further studies are needed to confirm our
results and to determine the importance of these
proteins.

Key words: ouabain,
apoptosis, sodium pump.
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Giris ve Amac

Na/ K* ATPaz (NKA) hiicre ici elektrolit ve sivi
dengesini saglayan ve hiicre i¢in gerekli olan glukoz ve
bir¢ok degisik bilesigin hiicre icine girmesini kolaylastiran
bir membran proteinidir (1-3). NKA, uzun yillardir kalp
yetmezligi tedavisinde kullanilan kardiyak glikozitler igin
bilinen tek membran reseptoriidiir. Kardiyak glikozitlerin
farmakolojik etkisinde, bu proteine baglanarak onu inhibe
etmeleri yatmaktadir. Bir kardiyak glikozit olan uvabainin,
NKA’ya baglanarak enzimin iyon pompalamasini inhibe
etmesi diginda kiiciik dozlarda da enzimin kismi
inhibisyonuna neden olarak ¢esitli hiicre ici sinyal
mekanizmalarini etkinlestirdigi gosterilmistir (4).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, uvabain ve benzeri
kardiyak  glikozitlerin ~memelilerde endojen olarak
bulundugunu gostermistir (5,6). Uvabain ve benzeri
kardiyak glikozitlerin endojen olarak bulundugunun
belirlenmesinden sonra bu maddelerin fizyolojik ve
patolojik olaylardaki roliiniin aydinlatilmast i¢in ¢ok sayida
arastirma yapilmustir.

Artmis endojen uvabain diizeylerinin esansiyel
hipertansiyon ile iligkili oldugu bulunmustur (7.8).
Rodentlere kronik uvabain uygulanmasi ise bu hayvanlarda
hipertansiyon ~gelisimine aracilik etmektedir (8). Ote
yandan uvabainin endotel hiicresi ve bazi kanser hiicre
dizilerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir (9,10).
Ancak  bu olaylarin  mekanizmas1 tam  olarak
anlasilamamigtir.

Hiicre i¢i bir¢ok sinyalleme mekanizmasina aracilik
eden kiiciik G proteini Rho’nun memelilerde en az 10 tiyesi
bulunmaktadir (11). Rho-kinazlar (ROCK), kiicik G
proteini olan Rho-A’nm en iyi tanimlanmis efektorlerinden
birisidir (12). Rho-kinazin ROCK1 ve ROCK2 olarak
adlandirtlan 2 izoformu bulunmaktadir (11,12). Rho-
kinazlarin bircok fizyolojik ve patolojik olayda rol
oynadiklart gosterilmistir. Diiz kas kasilmasi, sekretuvar
etkinliklerin ve endotel hiicre gec¢irgenliginin diizenlenmesi
gibi fizyolojik olaylar ile hipertansiyon, preeklampsi ve
kanser gibi c¢esitli patolojiler, bu enzimlerin yer aldigi
olaylar arasinda sayilabilir (13,14).

Yukarida belirtildigi gibi uvabain ve Rho-kinazlarin rol
oynadig1 bircok patolojik olay birbirleri ile ortiismektedir.
Dolayisiyla uvabain aracilikli  bu patolojilerde, bu
maddenin etkisine Rho-kinaz enziminin aracilik etmesi
olasidir. Bu calismada endotel hiicreleri kronik olarak
uvabaine ve Rho-kinaz inhibitorii olan Y27632’ye maruz
birakilmis ve toplam protein ekspresyonlari ile Rho-kinaz
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inhibisyonu arasindaki olast iligki proteomik yontemler
ile belirlenmeye calisilmistir.

Yontem

Endotel Hiicre Kiiltiirii

insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC),
insan umbilikal kord veninden izole edildi ve %10 fetal
sigir serumu, 1 M HEPES, %7.5 w/v NaHCO; ve
100U/ml penisilin, Ig/ml streptomisin iceren M199 ile
flasklarda kiiltiire edildi (15). Dokudan izole edilen
endotel hiicreleri kabin yiizeyini %100 kapladiktan
sonra deneye alindi. Kontrol, 16 saat boyunca 10 uM
uvabain uygulanan grup, uvabain uygulama Oncesi
30dk 10 uM Y27632 uygulanan grup ve yalniz 10 uM
Y27632 uygulanan grup olmak iizere 4 grupta caligildi.
Inkiibasyon sonrast iki boyutlu jel elektroforezi ile
proteomik analiz yapildi (n=3-4).

Faz Kontrast Mikroskopisi

T-25 flasklara ekilen hiicrelere yiizeyi tamamen
kapladiktan sonra ila¢ uygulandi ve faz kontrast
mikroskopu ile hiicrelerin, ila¢ inkiibasyon siiresinden
sonra en az {i¢ degisik alanda fotograflar1 ¢ekildi. Daha
sonra bu fotograflar tizerinde hiicrelerin morfolojileri
degerlendirildi.

Hiicre Lizatlarimin Hazirlanmasi

Uvabain ve Y27632 uygulanan hiicreler flasktan
besiyeri ile kazindi ve icerik 2 ml’lik tiiplere aliarak
ve 400 xg’de, +4 °C’de, 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 siipernatant atildi ve pellet, 8 M iire,
%?2 chaps, %0.5 ZOOM Carier Ampholyte ve proteaz
inhibitor kokteyli igeren rehidratasyon tamponunda
homojenize edildi. i¢erik 10000 xg’de 10 dakika +4 °C
‘de santrifiij edilip, daha sonra stipernatantlar alinarak -
20 °C’de saklandi. Deneyden o6nce homojenatlarda
bisinkoninik asit (BCA) yontemi kullanilarak protein
miktar tayini yapildi.

Iki Boyutlu Jel Elektroforezi (2-DE)

-20 °C’de saklanan Ornekler, esit miktarlarda
protein icerecek bicimde rehidratasyon tamponu ile
karigtirilarak ZOOM IPGRunner Kaset (Invitrogen,
ZMO003, USA)’lere yiiklendi. Kasetlerin igerisine
ZOOM pH 3-10 dogrusal olmayan seritler (Invitrogen,
ZMO0011, USA) yerlestirilip, c¢ukurlarin  {izeri
etiketlenerek hava almayacak bicimde kapatildi. Gece
boyunca oda sicakhiginda rehidratasyona birakilan
kasetler tanka yerlestirilip, izoelektrik odaklama (IEF)
uygulandi. IEF icin, 200 V 20 dakika, 450 V 15 dakika,
750 V 15 dakika ve 2000 V 30 dakika basamaklari
uygulandi. IEF uygulanmis stripler daha sonra SDS jel
elektroforezi icin SDS 6rnek tamponu icinde 15 dakika
dengelendi ve NuPAGE %4-12 Bis-Tris jellerin
tizerine yerlestirilerek 190mA’de 1 saat elektroforez
uygulandi. Bu siireden sonra ¢ikartilan jeller coomassie
mavisi (Invitrogen Simple Blue Safestain) ile boyandi.
Boyama isleminden sonra jeller sodyum azitli ¢ozelti
icine alinarak +4 °C’de muhafaza edildi.
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MALDI-TOF (Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon

Iyonizasyonu) ve Veritabani Olusturma

Sodyum azitli c¢ozelti igerisinde saklanan jellerin
Versa-Doc goriintiileme sistemi (BioRad, 170-8640, UK)
yardimi ile goriintiileri alinarak bu goriintiiler PDQuest
(PGQuest 8.0.1, UK) programina aktarildi ve analizleri
yapildi (16). Eslestirme sonrasinda belirlenen spotlar
otomatik olarak kesilerek plaka igerisine alindi ve MALDI
uygulamasi i¢in tripsinizasyon iglemi gerceklestirildi. Daha
sonra ornekler MALDI-TOF cihazinin (Waters, Micromass
MALDI micro, UK) plakalarina yiiklenerek spektrumlari
kaydedildi. Okunan sonuclar Mascot Veri Tabani’ndaki
(http://www.matrixscience.com/search_form_select.html)
veriler ile karsilastirilarak analiz edildi.

Istatistiksel Analiz

Hiicre lizatlarindaki protein spotlarinin yogunlugunun
karsilastirilmast icin tek yonlii Varyans analizi (ANOVA)
yapildi. 0.05°ten kiiciik p degerleri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Bulgular

Endotel Hiicre Morfolojisi Uzerinde Uvabain’in

Etkileri

Insan umbilikal ven endotel hiicrelerine 16 saat siire ile
10 uM uvabain uygulanmasi, hiicrelerin biiyiik boliimiiniin
zeminden ayrilmasmna ve apoptozun gostergelerinden biri
olan tomurcuk olusumuna neden oldu. Uvabain aracilikli
bu etkiler iizerinde ROCK un olasi etkilerini saptayabilmek
icin hiicrelere spesifik bir ROCK inhibitorii olan 10 uM
Y27632 uvabain uygulamasindan 30 dakika 6nce uygulandi
ve bu uygulama ile tomurcuk olusumunu inhibe edildi. Bu
durum, uvabainin neden oldugu tomurcuk olusumunda
ROCK’un etkili oldugunu diisiindiirdii. Endotel hiicrelerine
yalnizca Y27632 uygulanmasinin hiicre morfolojisinde
herhangi bir degisiklige neden olmadig: goriildii (Sekil 1).

Uvabainin HUVEC Protein Ekspresyonu Uzerindeki

Etkileri

Insan umbilikal ven endotel hiicrelerine uvabain
uygulamasinin neden oldugu protein ekspresyonlarindaki
olast degisikliklerin belirlenmesi icin iki boyutlu jel
elektroforezi (2-DE) ve kiitle spektrometresi (MALDI-
TOF) yontemleri uygulandi. Kontrol, 16 saat boyunca 10
UM uvabain uygulanan grup, uvabain uygulama oncesi 10
uM Y27632 uygulanan grup ve yalmz 10 uM Y27632
uygulanan grup olmak iizere 4 grupta calisildi.

Uvabain uygulamasi sonucu iki boyutlu jel
elektroforezinde PD-Quest programi yardimi ile 204 spot
belirlendi. Bu spotlarin uygulama gruplarimiz arasinda
eslestirilmesi sonucu protein ekspresyonlarinda artma ve
azalma oldugu goriildii (Sekil 2). Eslestirme sonrasi
kontrole gore, uvabain uygulamasinda, 54 spotun
ekspresyonlarinin ~ degistigi tespit edildi. Yogunlugu
uvabain + Y27632 uygulamasinda anlamli olarak 1.5 kat
artmig veya 0.25 kat azalmis olan 7 spot, MALDI-TOF
MS’de tanimlanmak iizere secildi. Saptanan bu spotlarin
MALDI-TOF ile analizi yapildz.
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MALDI-TOF sonrasinda elde edilen spektrumlar
internet iizerinden Mascot veritabani ile karsilastirildi
ve Tablo 1°deki sonuglar elde edildi. Sonuclar olasilik
yiizdelerine gore siralandi. Bu sonuglara gore bir nolu
spotta saptanan “Kaspaz-7” protein ekspresyonu,
uvabain uygulamasi sonucu yaklasik 2 kat artt1 (Sekil
3). Y27632 6n uygulamasi, protein ekspresyonundaki
bu artisi engelledi ve yalniz Y27632 uygulamasi ise
herhangi bir degisiklik olusturmadi (Sekil 3). iki nolu
spotta  belirlenen  “Glikoprotein ~ 25L”  protein
ekspresyonu, uvabain uygulamasi sonucu yaklasik 0.25
kat azald1 (Sekil 3). Y27632 6n uygulamasi ve yalniz
Y27632 uygulamasi ise uvabain uygulamasina gore
protein ekspresyonunu azaltti (Sekil 3). Ug nolu spotta
belirlenen “Protein unc-119 homolog B protein
ekpresyonu, uvabain uygulamasi ile yiiksek bir oranda
artti ve Y27632 on uygulamasi, bu artisi engelledi
(Sekil 3). Yalmz Y27632 uygulamasi sonucunda
herhangi bir degisiklik goriilmedi (Sekil 3). Dort nolu
spotta belirlenen “Norensin-2” protein ekspresyonu,
uvabain uygulamas: sonucu 0.7 kat azaldi ve Y27632
on uygulamast bu azalisi inhibe etti (Sekil 3). Yalniz
Y27632 uygulamast  sonucunda bu  proteinin
ekspresyonunda herhangi bir degisiklik goriilmedi
(Sekil 3). Bes nolu spotta saptanan “C-type lectin
domain family 2 member D protein ekspresyonu,
uvabain uygulamas: ile 0.25 kat azald1 ve Y27632 6n
uygulamasi ile bu artis engellendi (Sekil 3). Yalniz
Y27632 uygulamas: sonucunda herhangi bir degisiklik
goriilmedi  (Sekil 3). Altt nolu spotta belirlenen
“Putative FERM domain-containing protein
FKSG43”un ekspresyonu, uvabain uygulamas: ile 0.6
kat azald1r (Sekil 3). Y27632 6n uygulamasi bu azalist
engelledi (Sekil 3). Yalmiz Y27632 uygulamasi bu
proteinin ekspresyonunda herhangi bir degisiklige
neden olmadi. Yedi nolu spotta belirlenmis olan
“Sikline bagimli kinazlar diizenleyici alt birim-2
(Cyclin-dependent  kinases regulatory  subunit-2)”
ekspresyonu ise uvabain uygulamasi ile 1.5 kat artti
(Sekil 3). Y27632 6n uygulamasi, uvabain ile gozlenen
bu artisin daha da yiikselmesine neden oldu. Yalniz
Y27632  uygulamasi  sonucu, bu  proteinin
ekspresyonunda azalma goriildii.
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Sekil 1. Tlac uygulamasi sonrasi hiicrelerin faz kontrast goriintiisii. A: kontrol, B: 10uM uvabain, C: 10uM Y27632,
D: 10uM uvabain + 10uM Y27632 6n uygulama. 104M uvabain uygulamasi apoptotik membran tomurcuklanmasi
olustururken, 10x#M Y27632 6n uygulamast ile bu etki inhibe olmugtur. 10x#M Y27632 tek basina uygulandiginda hiicre
morfolojisinde herhangi bir degisiklik goriilmemistir (fotograflar X100 biiyiitme ile ¢ekilmistir).
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Sekil 2. iki boyutlu jel elektroforezi uygulandiktan sonra elde edilen jellerin fotograf goriintiileri. Goriintiilerde kirmiz1 ile
isaretli olan 7 adet spot, uvabain uygulanmasindan sonra, protein ekspresyonlar: 1.5 kat artmug veya 0.25 kat azalmis oldugu
icin analizleri yapilmak iizere se¢ilmislerdir. A: kontrol, B: 10uM uvabain uygulamasi, C: 10uM Y27632 uygulamasi, D:
10uM uvabain + 10uM Y27632 uygulamasi.
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Tablo 1. Jellerden elde edilen spotlara iliskin olas1 proteinler.

SSP No Tamimlanan Protein % Katilm No Teorik Hesaplanan
Olasihk (Mascot) pI/Mr pI/Mr

1(0502) Kaspaz-7 36 CASP7 5.72/34.25 3.13/34.28
Malektin 27 MLEC 5.27/32.21 3.13/34.28
G1/S’ye ozgii siklin-D1 (G 1/5- 26 CCND1 4.97/33.70 3.13/34.28
spesific cyclin-DI)

2(1402) Glikoprotein 25L 87 G25L 5.38/25.23 3.68/29.37
Putative tetratricopeptide repeat 70 TTC3L 4.94/31.63 3.68/29.37
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 protein 2 57 ANRA2 4.99/34.25 3.37/29.80

4(2302) Norensin-2 67 NRSN2 4.69/21.97 4.46/26.99
Sintaksin-8 38 STX8 4.91/26.89 4.46/26.99
Ras ile iliskili protein Rab-6B (Ras- 38 RAB6B 5.41/23.45 4.46/26.99
related protein Rab-6B)

5(3205) C-type lectin domain family 2 62 CLC2D 6.37/21.84 5.21/23.59
member D
Hem baglayici protein 1 (Heme- 39 HEBP1 5.71/21.08 5.21/23.59
Binding protein 1)

Coatomer subunit zeta-2 36 COPZ2 5.08/23.53 5.21/23.59

6(3505) Putative FERM domain-containing 54 FKS43 5.54/41.11 5.30/36.50
protein FKSG43
HLA class I histocampatibility 49 1A24 5.91/40.66 5.30/36.50
antigen, A-24 alpha chain
RWD domain-containing protein 2B 42 RWD2B 5.61/36.31 5.30/36.50

7(7006) Sikline bagimli kinazlar diizenleyici 89 CKS2 8.07/9.85 7.7415.75
alt birim-2
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Glikoprotein 25L
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Sekil 3. Uygulamalar sonrasi belirlenen 7 spottaki yogunluk degisimi. * kontrol grubuna gore, # 10uM uvabain uygulanmis
gruba gore anlamh farkliligi ifade etmektedir.(p<0.05)(Kont: Kontrol, 10uM Uva: 10uM Uvabain, 10uM Uva+10uM Y27: 10uM
Uvabain+10puM Y27632, 10puM Y27: 10uM Y27632)
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Tartisma ve Sonu¢

Hiicre ici iyon dengesi ve hiicre hacminin
diizenlenmesinden sorumlu olan Na*/K*-ATPaz’in son
yillarda bu 6zelliklerinin yan sira degisik bazi fizyolojik ve
patolojik olaylarda da yer aldigi gosterilmistir. Bunlar
arasinda hiicre ici sinyal iletisinin olusumuna aracilik etme
ve hiicre-hiicre baglanti bolgelerindeki hiicreler arasi
temasin saglanmasi da yer almaktadir (4). Na*/K*-ATPaz’in
aracilik ettigi bu islevlerin biiyiik bir kismina, insanda dahil
olmak {izere, memelilerde endojen olarak sentezlendigi
gosterilmis olan uvabain aracilik etmektedir (4).

Uvabain, yiiksek afinite ile Na'/K*-ATPaz’a
baglanmakta ve bu enzimin rol oynadigi bir¢cok olayin
diizenlenmesine aracilik etmektedir. Ancak uvabainin bu
etkisinin doz ve uygulandigi hiicre tiiriine bagli olarak
degistigi diistintilmektedir (2).

Uvabain ve baska bazi kardiyak glikozitler, uzun
yillardan beri konjestif kalp yetmezliginin tedavisinde
kullanilan bir ila¢ grubunu olusturmaktadirlar. Bu ilaclarla
tedavi sirasinda uvabain ve benzeri kardiyak glikozitlere
maruz kalan ilk hiicre tiiriinii endotel hiicreleri
olusturmaktadir. Uvabainin endotel hiicrelerindeki etkinligi
derisime baghdir: Diisiik derisimlerde endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu uyarirken, yiiksek derisimlerde bu
hiicrelerde apoptotik hiicre oliimlerine neden olmaktadir
(17). Uvabainin bu etkisinde bircok sinyalleme yolaginin
roliine iliskin caligmalar yapilmis olmasina karsin bu olayin
mekanizmasi tam olarak aydinlatitlamamuistir.

Ote yandan kiigiik G proteinlerinden olan Rho ve onun
en ¢ok calisilan efektorii Rho-kinazlarin da bircok hiicre
tiirtinde gozlenen apoptotik olaylarda 6nemli islevlere sahip
oldugu bilinmektedir.

Bu calismada uvabainin indiikledigi apoptotik hiicre
Oliimlerine bagli olarak gozlemlenen hiicresel protein
ekspresyonlarindaki degisiklikler ile Rho kinaz enzimi
arasinda herhangi bir iliskinin bulunup bulunmadig
proteomik yontemler kullanilarak belirlenmeye calisildi.

Yapilan c¢alismalar sonucunda normal endotel
hiicrelerinde 204 adet spot belirlendi. Bu spotlarm 54
tanesinin uvabain uygulamasi ile degistigi gozlemlenmistir.
Bu 54 spottan 7 tanesinin yogunlugunun selektif bir Rho-
kinaz inhibitorii olan Y27632 o6n uygulamasi ile
degistirildigi saptanmigtir. Daha sonra bu 7 spot MALDI-
TOF MS ile analiz edildiginde en yiiksek olasilikli
proteinlerin kaspaz-7, glikoprotein 25L, protein unc-119
homolog B, norensin-2, C-type lectin domain family 2
member D, putative FERM domain-containing protein
FKSG43 ve sikline bagiml kinazlar diizenleyici alt birim-2
olduklart belirlenmistir. Bu spotlardan kaspaz-7 ve protein-
unc-119 homolog B proteinlerinin miktarlar, uvabain
uygulamast ile artmig, Y27632 ©6n uygulamasi ile
azalmistir. Buna ek olarak norensin-2, C-type lectin domain
SJamily-2 member D ve putative FERM domain-containing
protein  FKSG-43  proteinlerinin  miktarlari, uvabain
uygulamasi ile azalmis ve Y27632 uygulamast ile artmastir.

Qiu ve ark. (18) insan umbilikal ven endotel
hiicrelerinde uvabainnin neden oldugu apoptozda protein
ekspresyon degisikliklerini degerlendirmislerdir. Ancak bu
arastiricilar, uvabainin neden oldugu protein
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ekspresyonlarindaki  degisiklikler {izerinde hangi
yollarin etkili olabilecegini aragtirmamiglardir (18).
Bulgularimiz bu olaylarin en azindan bazilarinda Rho-
kinaz enziminin roliine isaret etmektedir.

Calismamiz sonucunda belirledigimiz bu 7 spota
iliskin proteinlerin gercekten de sozii edilen proteinler
olup olmadiginin kesinlestirilmesi i¢cin Western blot ve
RT-PCR  gibi alternatif yontemler kullanilarak
dogrulanmas: gerekmektedir. Ote yandan belirlenen bu
proteinlerin hiicresel islevlerinin ne oldugunun ve
uvabain ile indiiklenen apoptozun nedeni mi yoksa
sonucu mu olarak ortaya ¢iktiklarinin belirlenebilmesi
icin yeni c¢alismalara gerek vardir. Bu sorularin
yanitlanmast hem kardiyak glikozitlerin toksisitelerinin
hem de antikanser etkinliklerinin mekanizmalarinin
ortaya cikartilmasi agisindan 6nem tagimaktadir.
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