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RHO KİNAZ İNHİBİTÖRÜ FASUDİLİN PANKREAS KARSİNOMA 

HÜCRELERİNDE SİTOTOKSİSİTE, APOPTOZ VE METASTAZ 

İLİŞKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

 Caner KAPLAN 

 

ÖZ 

Bu çalıĢmanın amacı, pankreas kanseri hücre hattı olan BxPC-3 hücre hattına 

rho kinaz inhibitörü olan fasudil uygulanarak sitotoksisite, apoptoz ve metastaz‟a 

olan etkilerini araĢtırmaktır. Bu araĢtırmada, xCELLigence DP eĢ zamanlı hücre ana-

lizi cihazında yapılan hücre deneyleri sonucunda uygun hücre sayısının BxPc-3 hüc-

re hattı için 12500, Fasudil uygulama saatinin ise 25 saat olduğu belirlenmiĢtir. 

Toksik doz olan IC50 değeri 7,2835x10
6
 M bulunmuĢtur. Metastaz araĢtırması için 

farklı dozlarda (10mM, 2mM, 0,2mM, 0,02 mM) fasudil kullanılmıĢ fakat BxPc-3 

hücrelerinin besine (FBS) duyarlı bir metastaz göstermediği anlaĢılmıĢtır. Kaspaz-3, 

Kaspaz-8, ve Kaspaz-9 gen ifadesi düzeyinin ölçümleri için 24 ve 48 saat sürelerde 

total RNA‟lar saflaĢtırımıĢ, 2µM ve 0,2 µM Fasudil uygulanarak 24 ve 48 saatlerde 

qRT-PCR yöntemi ile yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçlarda kontrole göre 24. ve 48. 

saatler de 2 µM ve 0,2 µM‟da Kaspaz-3 ve Kaspaz-9‟da 1,5 kat artıĢ gözlemlenirken 

Kaspaz-8‟de artıĢ ya da azalıĢ gözlemlenememiĢtir. Ayrıca PE Aktif Kaspaz-3 

testinde kontrol grubu ile ilaç uygulaması yapılan hücreler arasında Kaspaz-3‟ün 

(%25,1) aktif olduğu gözlemlenmiĢtir.   
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THE  INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF RHO KINASE 

INHIBITORS FASUDIL ON THE CYTOTOXICITY, APOPTOSIS AND 

METASTASIS ON PANCREAS CARSINOMA CELL LINE 

CANER KAPLAN 

 

ABSTRACT 

The aim of this study is investigation of the cytotoxic, apototic and metastatic 

effect of administration of fasudil, effector of rho kinase, onto the BXPC-3 

pancreatic carcinoma cell line. Optimum cell unit per well is found as 12500 cells by 

xCELLigence DP system. Fasudil treatment period is also determined to be 25 hours. 

Result of the IC50 value of 7,2835x10
-6

 M concentration. The aplications of time/dose 

dependent Fasudil (10mM, 2mM, 0,2mM, 0,02 mM) were applied for metastasis.  

But according to migration assay in xCELLigence DP system, BxPC-3 cells have not 

shown PBS dependent migration. The levels of caspase-3 and caspase-9 were 

significantly increase effect by measuring with Quantative Real-Time PCR at 24 and 

48 hours with 2µM and 0,02µM fasudil respectively. Caspase-8 were not significant 

effect of administration in a time-dose dependent manner. The result of Flow 

Cytometric Active Caspaze-3 PE assay was shown significant effect of Caspase-3 

(%25.1) activity. 
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1. GİRİŞ 

Dünya da ve ülkemizde hızla artıĢ göstermekte olan kanser türlerinden pankreas 

kanseri erken tanı ve tedavi zorluklarından dolayı ölüm oranı en yüksek kanser 

türlerinden biri olarak kendini göstermektedir. Kanserden ölüm sıralamasında 

dünyada hem kadın, hem erkeklerde dördüncü sıradadır. Tanı sonrası beĢ yıllık 

yaĢam süresi %4 civarındadır. 

Türkiye‟de bütün kanserler arasında pankreas kanserinin görülme sıklığı %4,3, 

kansere bağlı ölümler içindeki oranı ise %4,1‟dir. Cinsiyete bağlı dağılım açısından 

pankreas kanserinin görülme sıklığı kadınlarda %3,1 iken, kansere bağlı ölümler 

içindeki oranı %3, erkek bireylerde görülme sıklığı %5,4 ve kansere bağlı ölümler 

içindeki oranı ise 5,2‟dir [Ferlay vd.,2012]. 

Tanı ve teĢhisindeki zorluklardan ve hızlı metastaz yapmasından dolayı pankreas 

kanseriyle mücadelede hala yeni yöntemler, tanı ve tedavi süreci için yeni 

yaklaĢımlar geliĢtirilmektedir.  

Rho-Associated Protein Kinase (ROCK) ailesinin ROCK 1 VE ROCK 2 olan iki 

üyesi vardır. Bu iki üye %65 yapı bakımından, %95 ise kinaz domeininin yapısı 

bakımından benzerlik gösterir. Her ikisi de N-terminal bölgesinde katalitik kinaz 

bölgesi, orta kısımda kıvrılmıĢ kıvrım, Rho‟nun bağlandığı bir bölge, sisteince 

zengin bölge ve C terminal bölgesinde Plekstrin homoloğu (PH) bir bölge içerir [S. 

Jianjian vd., 2013 ]. 

Fasudil (HA-1077)  ve Y-2763 ilk keĢfedilen Rho inhibitörleridir ve ROCK 

inhibitörleri ATP bağlanma alanları ile yarıĢır [Mueler vd.,2005, Lohn vd., 2009 ]. 

Rho kinazların, karaciğer [Man K. vd., 2009], meme [Liu S. vd., 2009]  ve 

prostat kanseri [Avril V. vd., 2000] gibi kanser türlerinde migrasyonda oynadığı rol 

ile ilgili araĢtırmalar mevcut olup, pankreas kanseriyle ilgili hala yeterli çalıĢma 

bulunmamakta ve araĢtırılmaya gereksinim duyulmaktadır. 

Bütün bu bilgiler ıĢığı altında bu çalıĢmada Rho kinaz inhibitörlerinden 

Fasudil‟in (HA-1077) epitelial pankreas adenokarsinoma hücre hattı BxPC-3 

hücrelerindeki proliferasyon, metastaz ve apoptoz üzerindeki etkileri araĢtırılmıĢtır. 
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2.  KAYNAK ARAŞTIRMASI 

2.1.  PANKREAS‟IN MORFOLOJĠSĠ VE FĠZYOLOJĠSĠ 

Pankreasın ilk tanımı, MÖ.4. yüzyılda Chalkaidon tarafından yapılmıĢtır. MS.2. 

yüzyılda ise Ephesuslu Rufus tarafından ‟pankreas‟ olarak adlandırılmıĢtır. Pankreas 

omentum minus, mide ve kolon transversum‟un arkasında, karın arka duvarında 

bulunduğu için karın açıldığında direkt olarak görülmez. Pankreas, karbonhidrat, 

protein, yağ metabolizmasında, sindirimde, enerji substratlarının kullanımında ve 

depolanmasında önemli rol oynayan ekzokrin ve endokrin fonksiyonlara sahip bir 

organdır.  Pankreas baĢ, gövde ve kuyruk kısmı olmak üzere 3 bölümden oluĢur 

(ġekil 2.1.).  EriĢkin insan pankreası 15 cm uzunluğunda, 70-140 gram ağırlığında 

bir organdır. 

 

Pankreas hem ekzokrin, hem de endokrin salgı yapan bir bezdir. Organın 

endokrin salgısı (insülin, glukagon, somatostatin ve PP hücreleri) yaĢamın devam 

etmesi için gerekli olup Langerhans adacıklarından salgılanır. 

 

 

 
 

ġekil 2.1. Pankreasın Morfolojisi. 

Pankreas baĢ gövde ve kuyruk olmak üzere 3 kısımdan oluĢur.  [01.06.2015 tarihinde 

http://www.ahmetdobrucali.com/hastaliklar/pankreas-kanseri/, adresinden 

alınmıĢtır.] 
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2.2. PANKREAS KANSERĠ 

Pankreatik ve peri ampuller kanserler bütün gastrointestinal kanserlerin %5‟ 

ini oluĢtururlar. Pankreas kanseri erkeklerde tüm kanserler arasında %3, kadınlarda 

ise %5 sıklıktadır. Pankreas kanserine bağlı ölümler, kanser ölümleri arasında 

erkeklerde dördüncü, kadınlarda ise beĢinci sırada yer almaktadır [Ellen B, 1995]. 

 

Pankreas kanserlerinin geniĢ bir spektrumu vardır. Bunların içinde en sık olan 

(%85) adenokarsinom olup, sessiz bir klinik gidiĢ gösterdiğinden tanı konduğunda 

genelde pankreas dıĢında yaygındır [Cubillia AL vd., 1985]. Özellikle, korpus ve 

kuyruk tümörleri fark edildiğinde metastaz yapmıĢlardır, ancak pankreas 

kanserlerinin çoğunluğu pankreas baĢından kaynaklanır [Chen J vd.,1985]. 

 

Pankreas kanserlerinin bir diğer türü de endokrin tümörlerdir. Bunlar adacık 

hücrelerinden kaynaklanır ve fonksiyonel veya non-fonksiyonel, iyi huylu veya kötü 

huylu olabilirler. Fonksiyonel tümörler, adacık hücre kökenine göre pankreas 

hormonlarından bir veya bir kaçını salgılayabilirler. Endokrin tümörlerde malignite 

kriterleri bölgesel invazyon ve  metastazdır [Venkatesh S vd.,1990]. 

 

 Metastaz potansiyeli gösterenler ise belirgin stromal invazyon, pankreas 

damarlarında tümör embolisi, glandular ve solid patern gösterenler ve beta hücre 

kaynaklı olmayanlar ile alfa HCG (human chorionic gonadotropin)  pozitif olan 

tümörlerdir [Rosai J., 1997]. 

 

Kanserin yayılmasına veya sıçramasına metastaz adı verilir. Pankreas kanseri 

sıklıkla lenf damarları ile yayılır ve yayılmıĢ olan pankreas kanserine metastatik 

pankreas kanseri adı verilir. Pankreas kanseri, öncelikli olarak karın içinde ve 

karaciğere metastaz gösterirken akciğerlere, kemiklere ve beyine de metastaz 

yapabilir. Bu tür kanserler, tek baĢına ıĢın tedavisi ile tedavi edilmesi veya cerrahi 

müdahale ile alınması için fazla metastaz yapmıĢtır. Görüntüleme testleri sadece bir 

bölgedeki yayılmayı gösterse bile, kanser hücreleri küçük gruplar halinde diğer 

organlara da sıçramıĢtır. 
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2.2.1. Pankras Kanserinde Tanı 

 

 Pankreas kanseri tanı ve tedaviye adeta meydan okur. Prognozu son derece 

kötü olup tanıdan sonra bir yıllık sağ kalım yalnızca %10 dur [Chung YS., 1987].  

Tümör belirleyiciler, ultrasonografi (US), bilgisayarlı tomografi (CT), Endoskopik 

Retrograt Kolanjiopankreatografi (ERCP) ve ince iğne aspirasyon biyopsisi gibi, tanı 

yöntemlerindeki geliĢmeler sayesinde pankreas kanseri tanısı  6 ila 8 hafta daha 

erken yapılabilmektedir [Sing SM vd.,1990].  

 

Pankreas kanserinde kullanılan tümör belirleyicilerden bazıları duyarlılık 

sıralamasına göre Sialylated Carbonhydrate Antigen-1 (SPan-1), Cancer Antigen 19-

9 (CA 19-9), Cancer Anti- gen (CA 50), Ġmmünoreaktif Elastaz-1 (IRE-1),  

Pancreatic Cancer-Associated Antigen (DU-PAN-2 ), Cancer Antigen  (CA 125), 

Anti genic Determinant Recognized by Monoclonal Antibody AR-3 (CAR-3), 

Karsinoembriyonik Antijen (CEA)‟dir.  

 

SPan-1 yüksek molekül ağırlıklı bir glikoproteindir. Pankreas kanserli 

hastaların serumlarında yüksek seviyede, diğer gastrointestinal kanserli hastalarda 

orta seviyede, normal bireylerde ise düĢük SPan-1 seviyesi bulunmaktadır [Chung 

YS. 1987]. 

 

En çok kabul edilen görüĢe göre, CA 19-9'un eĢik değeri 37 U/ml alındığında 

pankreas kanserinin tanısı yapılabilir. Bu değer, 120 U/ml ve üzerine çıktığında, 

pankreas kanserini pankreatitten %68, pankreas dıĢı maligniteden %57 ve benign 

hastalıklardan da %72 doğrulukla ayırabilir [Safi F vd, 1990].   

 

 Yapılan çalıĢmalarda pankreas kanserinin erken evresinde serum IRE-1 

seviyesinin, geç evresinde ise serum CA 19-9 seviyesinin arttığı görülmüĢtür. Ayrıca 

IRE-1 artıĢı pankreas baĢı kanserinde gövde ve kuyruk kanserinden daha fazladır. 

Çünkü pankreas baĢındaki tümör nedeni ile wirsung kanalı tıkanması pankreasın 

büyük bir parçasını tahrip eder [Hayakawa T vd., 1988]. 
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Ġlk kez 1984'de Metzgar ve ark. tarafından "pancreatic cancer-associated 

antigen" diye bildirilen DUPAN-2 duktal adenokarsinomdan elde edilen hücre 

dizisine karĢı geliĢtirilen monoklonal antikor ile tanımlanmıĢtır [Metzgar vd., 1984]. 

  

CAR-3 pankreas kanseri tanısında CA 19-9'dan daha az duyarlı fakat pankreas 

neoplazmı ile kronik pankreatitin ayırımında daha özgüldür. Karaciğer metastazı 

olan hastalarda, tümörün yayılmamıĢ olduğu hastalara göre daha yüksek CAR–3 

seviyesi bulunur. Diğer tümör belirleyicilerin çoğunda olduğu gibi CAR-3'ün de 

pankreas kanserinin ileri evrelerinde duyarlılığı artar [Bosso D vd. 1991]. 

 

2.3. BxPC-3 PANKREAS HÜCRE HATTININ KARAKTERĠSTĠK ÖZELLĠKLERĠ 

 

  

BxPC-3 hücre hattı 61 yaĢında pankreas adenokarsinom tanısı konmuĢ bayan 

bir hastadan kültüre edilmiĢtir. Hasta kemoterapi ve radyoterapiye rağmen altı ay 

içerisinde ölmüĢtür. Metastaz tespit edilememesine rağmen Michael Bouvet [Bouvet 

M. Vd., 2002] ve ark. deney fareleri üzerinde yaptığı çalıĢmada BxPC-3 hücrelerinin 

metastaz yaptığını göstermiĢtir. Proliferasyon süresi 48 ile 60 saat arasındadır. 

 

Yapılan bir çalıĢmada, BxPC-3 hücreleri ile SK-HEP-1 ve HEP-G2 

hücrelerinin matrijel [Matrigel, BD Biosciences firması tarafından pazarlanan, bir 

çeĢit fare tümör hücre serisinin salgıladığı jelatin, laminin ve baĢka proteinleri içeren 

organik karıĢımın ticari ve yaygın bilimsel ismidir. Bu karıĢım içeriği 

itibariyle, dokularda hücrelerin etrafını saran hücre dıĢı matrise (Extracellular Matrix, 

ECM) çok benzediği için, hücre serilerinin laboratuvar koĢullarında büyütülmesinde 

hücrelerin tutunduğu substrat (ortam) olarak kullanılmaktadır] ve kolojen-1 

[Kollajen (bazen kolajen veya kollojen olarak da anılır) hareket sisteminin yapı 

taĢlarını, özellikle kemik, kıkırdak, lif ve eklemleri oluĢturan protein]‟de metastaz 

yapmaları açısından karĢılaĢtırılmıĢ ve SK-HEP-1‟in 24. saatte, HEP-G2‟nin 70. 

saatte ve BxPC-3‟ün 48. saatte tabakalar (wound) halinde metastaz yaptığı 

gösterilmiĢtir.   

 

Yine aynı çalıĢmada BxPC-3 hücrelerinin kolojen-1 de, matrijele göre daha 

metastatik olduğu bildirilmiĢtir. ÇalıĢmanın invazyon ile ilgili olan bölümünde ise 

https://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCm%C3%B6r
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=H%C3%BCcre_serisi&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Jelatin
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Laminin&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
https://tr.wikipedia.org/wiki/Doku
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=H%C3%BCcre_d%C4%B1%C5%9F%C4%B1_matris&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Substrat
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kemik
https://tr.wikipedia.org/wiki/K%C4%B1k%C4%B1rdak
https://tr.wikipedia.org/wiki/Lif
https://tr.wikipedia.org/wiki/Eklem
https://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
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BxPC-3 hücreleri kolojen-1 de 68. saatte, matrijelde 42. saatte invazyon 

göstermiĢtir.[http://www.essenbioscience.com/media/uploads/files/Invasion_Exempl

ar_Report.pdf] 

 

2.4 RHO KĠNAZLAR  

 

Küçük G proteinlerinden olan Rho‟nun hücre adezyonu, proliferasyon ve 

apoptoz gibi birçok hücresel olayda düzenleyici rolü vardır. Rho‟nun çok sayıdaki 

efektörlerinden en iyi bilinen ve üzerinde en çok çalıĢılanı Rho Kinaz‟dır. Rho 

Kinazın iki izo formu ROCKα (ROCK II) ve ROCKβ (ROCK I) bulunmaktadır 

[Leung T. vd., 1995, Isizaki T. vd.1996].  

 

 Bir serin-treonin kinaz olan Rho kinaz, monomerik guanozin 5‟-

trifosfatazların Ras süperfamilyasının, Rho alt familyasının bir üyesi olan küçük 

GTPaz Rho‟nun bir alt efektörüdür. Rho ailesinin memelilerde en az 10 üyesi 

tanımlanmıĢtır. Bunlar arasında Rho izoformlarından Rho A, B, C, D, E ve G; Rac 

izoformlarından Rac 1, Rac2, Rac3, Cdc42 ve  TC10 bulunur [ Sarı A.N. vd., 2010].  

 

Rho kinaz, N-terminal bölgesinde bulunan katalitik bölge, orta bölümde 

bulunan kıvrılmıĢ kıvrım (coiled coil) bölge ve C terminal bölgesinde bulunan ve 

sisteince zengin bölümden oluĢan plekstrin homologu (PH) bölge olmak üzere 3 ana 

bölgeden oluĢur. Rho hücrede, GTP bağlı aktif form veya GDP bağlı inaktif formda 

bulunur. Rho proteinleri gen ifadesini ve aktin hücre iskeletini kontrol eden 

sinyalleĢme yolaklarında etkilidir [ Jianjian Shi and Lei Wei, 2007 ]. 
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ġekil. 2.2. ROCK‟un Moleküler Yapısı.[ Zhou Qian vd. 2011‟den modifiye edilerek 

kullanılmıĢtır.] 

Rho; kinaz bölgesi, kıvrılmıĢ kıvrım ve pleksitrin homoloğu bölge olmak üzere 3 

bölümden oluĢur. KıvrılmıĢ kıvrım bölgesinde Rho‟nun bağlandığı bölge 

bulunurken, PH bölgesinde sisteince zengin bir bölge vardır.  

 

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

olarak tanımlanmıĢtır. ROCK otoinhibitör etkiye sahiptir. Ġnaktif formda ROCK‟nin 

C-terminal Plekstrin homoloğu (PH) bölgesi ve Rho bağlanma bölgesi (RBB), kinaz 

bölgesi ile etkileĢim içindedir. Enzimin etkinlik gösterebilmesi için C terminal 

bölgesi ile katalitik bölge arasındaki etkileĢimin bozulması gerekmektedir. Bu 

etkileĢim çeĢitli substratların enzimin C terminal bölgesine kendilerine özgül 

bağlanma yerlerine bağlanması ile veya C terminal bölgesinin kesilmesi ile 

engellenir ġekil 2.3. [Riento vd. 2003][Mutsuki A vd.,1999]. Y27632 ve HA-1077 

(fasudil) gibi ROCK inhibitörleri, enzim kinaz bölgesine bağlanarak hem ROCK I‟i 

hem de ROCK II‟ yi inhibe ederler. Kaspaz-3 aracılıklı ROCK I aktivasyonu 

apoptotik uyarana bağlı olmaksızın hemen hemen tüm apoptotik olaylarda membran 

tomurcuk oluĢumundan sorumludur. ROCK, apoptozun iĢlem fazında gerçekleĢen 

hücre kasılması, membran tomurcuk oluĢumu, çekirdek parçalanması ve apoptotik 

hücrelerin apoptotik cisimciklere bölünmesi gibi morfolojik olayların 

düzenlenmesinde etkilidir [Linda Van Aelest vd. 1997][Hahmann C vd., 2010]. 
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ġekil 2.3. ROCK Fonsiyonlarının Düzenlenmesi. [Riento vd. 2003‟ten modifiye 

edilerek kullanılmıĢtır.]  

GDP bağlı iken inaktif olan rho, GTP bağlanması ile aktif hale gelir ve ROCK 

üzerindeki rho bağlanma bölgesine bağlanarak ROCK‟un etkinliğini arttırır ve 

aktifleĢmesini sağlar. 

 

2.5. FASUDĠL‟ĠN (HA-1077 ) ÖZELLĠKLERĠ VE ETKĠ MEKANĠZMASI 

Fasudil, 10 yıldan uzun bir süredir kanı sulandırmak ve damardan akıĢını 

kolaylaĢtırarak beyne zarar vermesini önlemede kullanılan bir Rho kinaz inhibitörü 

ve vazodilatörüdür. Ġlk keĢfedildiğinde serebral vasospasm tedavisinde kullanılmıĢtır 

[Sibuya M vd.1993]. Aynı zamanda pulmoner hipertansiyonun tedavisi için efektif 

olduğu bulunmuĢtur [Doggrell SA. vd, 2005] [ġekil 2.1.] 

 

 

ġekil 2.4. Fasudilin Açık Formülü. 
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Fasudilin Zue F. ve ark. [Zue F vd.,2011] tarafından yapılan bir çalıĢmada 

akciğer kanseri hücre hattı olan A549 hücrelerinde Vascular Endothelial Growth 

Faktor (VEGF) ‟ün ekspresyonunu azaltarak migrasyonu ve invazyonu baskıladığı 

gösterilmiĢtir. 

 

Han Ying ve ark. [Ying H. vd., 2006]  tarafından yapılan bir baĢka çalıĢmada 

ise fare ve insan modellerinde tümör ilerleyiĢini inhibe ettiği gösterilmiĢtir.  

   

Bu çalıĢmada, Rho inhibitörü Fasudil‟in BxPc-3 Hücrelerinde proliferasyonu 

ve metastazı baskılayacağı düĢünülerek seçilmiĢtir. 

 

2.6. APOPTOZ  

 

Apoptoz, Yunanca bir sözcük olup, “yaprak dökümü”, “ayrı düşme” ya da 

“sonbahar” gibi anlamlara gelmektedir ve ilk kez Kerr tarafından bir çeĢit hücre 

ölüm Ģeklini tanımlamak için kullanılmıĢtır [Kerr J.F.R. 1971]. YaĢayan her hücre 

yaĢam ve ölüm için programlanmıĢtır. Bu olay genetik bir program için de iĢler. 

YaĢlanan, iĢlevlerini yitiren, geliĢmesi bozulan, fazla üretilen ve DNA‟sında hasar 

taĢıyan hücreler, güvenli bir Ģekilde yok edilir [Kerr J.F.R. vd., 1972]. Hücreler 

ölüme giderken genellikle iki yoldan birini kullanırlar. Hasar verici ajanlarla 

öldürülürler ya da intihara indüklenirler. Hasar nedeniyle ölen hücreler, mekanik 

hasarlar veya toksik ajanlar nedeniyle ölürler. Plazma membranları iyon ve su gçiĢi 

kontrolünü yitirdiğinden hücreler ĢiĢerler. Hücre içerikleri değiĢtiğinden dolayı çevre 

dokularda inflamasyon oluĢur [Yehielly F. vd., 2000].   

 

Apoptoz dört ardıĢık basamakta gerçekleĢir. Bunlar: 

1. Apoptozun ekstraselüler ve intraselüler sinyallerle baĢlatılma fazı (uyarılma 

fazı) 

2. Kontrol ve düzenleme fazı (iĢlem fazı) 

3. Ortadan kaldırılma fazı (infaz fazı). 
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Apoptoz‟un uyarılmasında Çizelge 2.1.‟deki etmenler etkili olup, hücre dıĢından 

gelen sinyaller apoptozu dıĢ yolakta baĢlatırken, hücre içi sinyaller de mitokondrinin 

içinde bulunduğu iç yolağı harekete geçirmektedir. 

 

Çizelge 2.1. Apoptozu baĢlatan hücre içi ve hücre dıĢı sinyaller. 

HÜCRE DIġI SĠNYALLER HÜCRE ĠÇĠ SĠNYALLER 

YAġAM SĠNYALLERĠ KALSĠYUM ARTIġI  

ÖLÜM RESEPTÖRLERĠ 

AKTĠVASYONU HÜCRE ĠÇĠ pH AZALMASI 

FAS-FAS LĠGAND ARACILI 

SĠNYAL YOLUNUN 

UYARILMASI HÜCRE SĠKLUS BOZUKLUKLARI 

TNF YOLUNUN UYARILMASI SĠTOKĠNLER 

SĠTOTOKSĠK T LENFOSĠTĠ 

ARACILI UYARIM TNF 

KOLONĠ UYARICI FAKTÖR P53 AKTĠF OLMASI 

NÖRON BÜYÜME FAKTORÜ 

VĠRAL-BAKTERĠYAL 

ENFEKSĠYONLAR 

ĠNSÜLĠN BENZERĠ BÜYÜME 

FAKTÖRÜ ONKOJENLER 

IL-2 AZALMASI   

GLUKOKORTĠKOĠDLER   

DIġ ETMENLER   

 

Apoptozun gen düzeyinde baskılanması ve indüklenmesinde ise Çizelge 

2.2.‟deki genler iĢlev görmektedir. Bcl-2 ailesi apoptozun hem indüklenmesinde, 

hemde baskılanmasında etkilidir [Jaatela M. 1999]. 

 

Çizelge 2.2. Apoptozu baskılayan ve indükleyen genler. 

BASKILAYAN GENLER  ĠNDÜKLEYEN GENLER 

BCL-2 GRUBUNUN BAZILARI 

(mcl-1,bcl-xl) 

BCL-2 GRUBUNUN BAZILARI 

(bad,bax) 

c-abl c-myc 

RAS ONKOGENĠ P53,P21 

ÇÖZÜNEBĠLĠR FAS FAS 

P53 FADD 

P20 ICE 

  LOH 
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Programlı hücre ölümünde iĢlem fazı, apoptozun aktif fazı olarak bilinir. 

YaklaĢık bir saat süren bu dönem çeĢitli morfolojik değiĢikliklerle karakterizedir. 

Membran tomurcuk oluĢumu, kromatin yoğunlaĢması ve DNA parçalanması olmak 

üzere iĢlem fazı 3 aĢamada gerçekleĢir [Mills JC.,1999].  

 

 Salıverme aĢamasında, hücreler ekstraselüler matriks‟ten koparak küresel bir 

Ģekle sahip olurlar. Hücrede aktin kortikal bölgede halka Ģeklinde toplanır ve 

tomurcuk oluĢumuna zemin hazırlarlar. Tomurcuklanma aĢamasında ise miyozin II 

aktivasyonu sonucu kortikal aktin halkası büzülür. Aynı anda hücre membranı aktin 

kenetlenmesinde oluĢan güçsüzlük sonucu membran aktin bağlantısı koparak 

tomurcuk oluĢumu gözlenir. Apoptoz süresince oluĢan birçok morfolojik ve 

biyokimyasal değiĢimler kaspazların aktivasyonu ile gerçekleĢir. Sistein proteazlar 

olarak bilinen kaspazlar, aspartik asitten sonraki peptit bağını kırarlar. Kaspazların 

aktivasyonu iki farklı yolla gerçekleĢebilir. Hücre yüzeyindeki ölüm reseptörlerini 

kullanan dıĢ yol, özgül ölüm sinyallerinden sorumludur. Ġç yol ise endoplazmik 

retikulum ve mitokondri aracılıklı sinyalleri içerir [Danial NN vd., 2004]. 

 

Kaspaz-2, -8. -9 ve 10 baĢlatıcı kaspazlardandır, Kaspaz-3, -6 ve -7 ise 

efektör kaspazlardır. BaĢlatıcı kaspazların üç önemli özelliği vardır; farklı Ģekillerde 

gelen uyarıları, genel bitirici faza taĢırlar, yeterli miktarda bitirici kaspazın 

aktifleĢmesini sağlayarak apoptotik sinyalin çoğalmasını sağlarlar, ölümün en son 

basamağında bir kontrol noktası olarak bulunurlar. Kaspazlar hücrede yüzden farklı 

proteini substrat olarak kullanırlar. Kaspaz-3, -6 ve -7 baĢlatıcı kaspazlardan farklı 

olarak kısa bir N-terminal peptid (23-28 aminoasitlik) bulundururlar. Substrat ve 

inhibitör özgüllüğünde Kaspaz-3 ve -7 genellikle benzerdir. Kaspaz-6 ve -7, Kaspaz-

3 tarafından aktifleĢtirildiği için bitirici kaspazlar olarak sınıflandırılırlar. Ayrıca 

bunların dıĢında (kaspaz-1, -4 ve -5 ) pro-inflamatuar sitokinleri aktifleĢtirerek 

savunma sisteminde görev alır [Philchenkov A., 2004]. 

 

 Apoptoz, ölüm reseptörleri adı verilen birbiriyle yapısal olarak akraba olan 

birkaç reseptör tarafından aktif olarak uyarılır. En iyi bilinen örnekleri TNF-α ve Fas 

reseptörleridir. Ölüm reseptörleri hücre zarı içine tutunmuĢ, bir ucu hücre dıĢına, bir 



Caner, K. 2015. Rho Kinaz İnhibitörü Fasudilin Pankreas Karsinoma Hücrelerinde Sitotoksisite, Apoptoz ve Metastaz 

İlişkisinin Araştırılması, Yüksek Lisans Tezi, Mersin Üniversitesi 

 
 

12 
 

ucu hücre içine bakan, hücre içi tarafında prokaspaz-8‟in aktiflenmesini sağlayan bir 

ölüm bölgesi (death domain) bulunan reseptörlerdir. Hücre zarında bulunan kendileri 

için özgün reseptörlere bağlanan ligandlar reseptörün trimerik (üç bileĢenden oluĢan) 

bir yapıya dönüĢmesine yol açarlar ve hücre içinde adaptör moleküller adı verilen bir 

dizi molekülle etkileĢerek prokaspaz-8‟i iki farklı büyüklükte parçaya böler. BaĢlatıcı 

kaspaz denen aktif kaspaz-8, inaktif durumdaki proenzimler olan kaspaz-3, kaspaz-6 

ve kaspaz-7‟nin bir zincir biçiminde aktiflenmesine yol açar. Aktiflenen tüm 

kaspazlar hücre makromoleküllerini parçalayarak tipik apoptoz morfolojisinin 

oluĢumuna yol açarlar [Elmore S. 2007]. Aktif kaspaz-8, Bcl-2 ailesi proteinlerinden 

biri olan Bid‟in de proteolitik olarak aktifleĢmesine yol açar. Bid, mitokondriden 

sitokrom-c, bazı baĢka proteinlerin (SMAC) ve kalsiyumun serbestlemesine yol açar. 

Böylece ölüm reseptörleri yolu mitokondriyal yolu da aktiflemiĢ olur. Hücreye 

sitotoksik T reseptörleri yoluyla ulaĢan Fas ligandı, ya da TNF-α, hücre yüzeyinde 

bulunan kendine özgü reseptörlerine bağlanarak apoptozu uyarabilir. Fas 

reseptörünün ligandı aktiflenmiĢ T lenfositlerde ayrıca dalak, testis, karaciğer ve 

böbrek hücrelerinin yüzeyinde ifade edilir [Suda T. vd., 1994]. ÇeĢitli virüslerle 

infekte hücrelerde ya da p53 ün aktiflenmesi sonucu Fas reseptörünün ifadesi, o 

hücrenin sitotoksik T lenfositler tarafından öldürülmesini sağlar. FAS ve TNF-α 

dıĢında TRAIL ve TRAIL reseptörleri de hücre içinde benzer yollarla ölümü 

uyarabilir. TRAIL reseptörlerinin FAS reseptöründen farklı olarak karaciğer, 

nöronlar, miyositler, kolon, bronĢ epiteli, Leydig hücreleri gibi dokularda yapısal 

biçimde ifade edildiği ve TRAIL‟in de bu dokularda bulunduğu gösterilmiĢtir 

[Spierings D.C. vd.,2004]. 

  

 Mitokondri, hücre içinde ATP üretiminin kaynağı olmasının yanı sıra, hücre 

içi ya da dıĢı yollardan gelen ölüm sinyallerinin üzerinde birleĢtiği bir organeldir. 

Mitokondri iç ve dıĢ zarla çevrili yapıdadır, bu zarlar tıpkı hücre zarında olduğu gibi 

bir zar potansiyeline sahiptir. DıĢ zar geçirgenliğinde artıĢ sonucu mitokondri zarı 

potansiyelinin bozulması dıĢ zarda hızlı bir ĢiĢmeyi izleyerek iki zar arasında 

bulunan çeĢitli proteinlerin hücre sitoplazmasına çıkmasına yol açar. Bu kaçıĢ, ya 

zarda oluĢan geçirgenlik geçiĢ aralığı aracılığıyla ya da dıĢ zarın patlamasıyla 

oluĢabilir. Temel olarak mitokondrideki solunum zincirinde yer alan bir enzim olan 
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sitokrom c, apoptoz indükleyici faktör (AĠF), SMAC ve ENDO G adlı DNAz enzim, 

sitoplazmaya dağılır. Sitokrom c, sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan 

Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive eden faktör) molekülüne bağlanarak apoptozom adı 

verilen yapının oluĢumunu sağlar [Ow Y-L P. vd., 2008]. Apoptozom, kaspaz-9‟u 

aktifleĢtirmek üzere keser, kaspaz-9, diğer kaspazları proteolitik bir zincir halinde 

aktifleĢtirerek apoptozun gerçekleĢmesini sağlar. Mitokondride dıĢ zar potansiyelinin 

değiĢmesi Bcl-2 ailesi adı verilen bir protein grubu tarafından düzenlenir. Hücrede 

antiapoptotik aile üyeleri olan Bcl-2, Bcl-x, yine aynı ailenin üyeleri olan Bad, Bim, 

Bmf, Bid ve BH-3 proteinleri gibi proapoptotik proteinler tarafından baskılanır. 

Ailenin proapoptotik üyeleri normal koĢullarda inaktif durumdadır, bu nedenle 

mitokondriyal zar geçirgenliği Bcl-2 ve benzerlerinin etkisi sayesinde değiĢmez. 

Ancak çeĢitli uyarılar (büyüme faktörünün uzaklaĢtırılması Bad‟ın, kalsiyum artıĢı 

Bim‟in, UV ıĢını Bmf‟nin) proapoptotik grubun aktifleĢmesine yol açarlar. Sonuçta, 

Bcl-2, proapoptotik aile üyeleri tarafından baskılanır, Bcl-2 tarafından inaktif 

durumda tutulan ve yine aynı aileden olan Bak ve Bax proteinleri etkinleĢerek 

mitokondri dıĢ zarında geçirgenlik geçiĢ aralığı oluĢumuna, zar potansiyelinin 

değiĢimine yol açarlar. Bu da uygulayıcı kaspazların aktivasyonu ve apoptozla 

sonuçlanır. Kaspazlar inhibitör apoptoz proteinleri (ĠAP) denen bir grup protein 

tarafından baskılanır. Endoplazmik retikulum (ER) da, apoptotik süreci baĢlatabilen 

organellerden diğeridir. Protein katlanmasında temel bir iĢlev yapan ER da bu 

katlama iĢlevi bozulduğunda, katlanmamıĢ proteinlerin yol açtığı bir stres ortaya 

çıkar. Bu stresin aĢırı olması ya da uzaması, proteaz ve kinazların doğrudan 

aktivasyonu ve hücre içi kalsiyumun artıĢıyla mitokondriyal yolu aktive eden bir etki 

oluĢturur [Xu C. vd., 2005]. 
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ġekil 2.5. Apoptoz‟un Ġç ve DıĢ Yolak Mekanizması. [Almagro vd. 2012‟den 

Modifiye edilmiĢtir.] 

DıĢ yolakta; ölüm domaini olan Fas receptörü ligandıyla uyarıldıktan sonra inaktif 

FADD aktifleĢir ve prokazpaz-8 kesilerek aktif kaspaz-8 olarak etkinleĢtirilir. Aktif 

kaspaz -8, proaktif kazpaz-3‟ü keserek kaspaz- 3‟ü aktifleĢtirir ve apoptozu 

gerçekleĢtirir.  Ġç yolakta ise; Sitokrom c mitokondriden salıverildikten sonra APAF-

1‟e bağlanır ve onu etkinleĢtirir. ATP‟nin de bu yapıya katılması ile apoptozom adı 

verilen kompleks bir yapı oluĢur. Bu yapı inaktif olan prokaspaz -9‟u aktif kaspaz- 

9‟a dönüĢtürür. Kaspaz -9 proaktif olan kaspaz -3‟ü aktifleĢtirir. Aktif kaspaz 3, 

kompleks halinde bulunan kaspaz ile aktifleĢen deoksiribonükleaz ve inhibitörünü 

keserek birbirinden ayırır ve böylece serbest haldeki kaspaz ile aktifleĢen 

deoksiribonükleaz, apoptozun göstergesi olan kromatin yoğunlaĢmasına ve DNA 

parçalanmasına neden olur. 

 

 p53, DNA gardiyanı da denen ve bu güne dek üzerinde en çok çalıĢılan 

tümör süpresör proteinlerden biridir. p 53 sitoplazmada bulunan ve DNA‟nın ya da 

hücrenin ağır biçimde hasar görmesi durumunda, DNA‟da belli genlerin (Bax, Apaf-

1, Fas) aktivasyonuna, böylece yapımlarının artmasına belli genlerin (Bcl-2, Bcl-x)  

de baskılanmasına yol açarak apoptozu tetikleyen bir transkripsiyon faktörüdür. 

DNA hasarı, hipoksi ya da onkogenlerin aktivasyonu, sürekli yapılan ama 
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ubikitinleyici bir protein (mdm2) tarafından belli bir hızda yıkılan p53‟ün 

fosforillenmesine, fosforillenme ise ubikitinlemenin bozulmasına yol açar. Miktarı 

artan p53 çekirdeğe geçerek ilgili genlerin ifade edilmelerini değiĢtirerek hücreyi 

apoptoza sokar [Demaurex N. vd., 2003]. 

 

Hücrelerin normal apoptotik süreçten kaçmalarını sağlayan bir özellik 

kazanmaları hemen bütün kanser hücrelerinde gözlenen bir özelliktir. Tümör 

hücreleri ya antiapoptotik proteinlerin aĢırı yapımıyla ya da proapoptotik proteinlerin 

yapımlarının ya da etkilerinin azalmasıyla apoptoza dirençli bir nitelik kazanırlar. 

Örneğin foliküler B hücreli lenfomada kromozomal bir yer değiĢtirme sonucu Bcl-2 

proteininin yapımı artmaktadır. p53 yoluyla baĢlatılan apoptoz yolundaki proteinlerin 

yapımları ya da iĢlevlerindeki bozuklukların insanlardaki kanserlerin neredeyse 

yarısında etkili olduğu gösterilmiĢtir [Fadeel B. vd., 2005] 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

 Bu çalıĢma Mersin Üniversitesi Ġleri Teknoloji Eğitim, AraĢtırma ve 

Uygulama Merkezi (MEĠTAM) kök hücre hazırlık, kök hücre akım sitometri, kök 

hücre doku kültürü laboratuvarlarında gerçekleĢtirilmiĢ olup, Mersin Üniversitesi 

Bilimsel AraĢtırma Projeler Birimi tarafından desteklenmiĢtir (BAB- FBF-BB (CK) 

2012-4 YL). 

 

3.1. BxPC-3  HÜCRE HATTININ KÜLTÜRE EDĠLMESĠ 

 

BxPC-3 hücre hattı (ATCC-CRL-1687, Lot:59313331, Manassas, USA) BT 

Kimya Sanayi ve Ticaret Limitet ġirketi(Ġstanbul, Türkiye) aracılığı ile LGC 

standartlarına uygun olarak getirtilmiĢtir.  

 

3.1.1. Hücre Kültüründe Kulanılan Kimyasallar 

 

RPMI 1640 hücre besiyeri ortamı  

Fötal Bovine Serum  

L-Glutamin  

Penisilin/Streptomisin 

Amfoterisin-B 

Tripsin-EDTA 

 

3.1.1. DondurulmuĢ Hücrelerin Çözülmesi ve Pasaj ĠĢlemi 

 

Besiyeri olarak  %10 FBS, %1 Pen/Strep, %1 Amfoterisin-B, %1 L-Glutamin içeren 

RPMI 1640 kullanılmıĢtır. Hücre kültür kabı olarak filtreli kapaklı T25 ve T75 

(CellStar, Germany) boyutlarında flasklar kullanıldı. Hücreler optimum koĢullar olan 

%95 nem, 37 ºC ve %5 CO2‟li ortam Ģartlarını sağlayan Esco Cell Culture (CCL-

170B-8) inkübatörde kültüre edildi.  
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Hücrelerin çözülmesi esnasında aĢağıdaki protokol izlenmiĢtir. 

1) Bir beher içine distile su koyup su banyosunda 37°C kadar ısınması beklendi. 

2) Azot tankında bulunan dondurulmuĢ hücreler su banyosuna alındı ve 1-2 

dakika beklendi.  

3) Dondurma tüpünün çevresine alkol sıkıldı ve kurulandı. 

4) Steril bir santrifüj tüpü içerisine 7-9 ml besiyeri koyuldu. 

5) Dondurma tüpündeki hücre karıĢımlı sıvı tüpe aktarıldı. 

6) Pipetaj yapıldı ve 500xg‟de 5 dakika santrifüj edildi. 

7) Santrifüj sonrası tüpün üzerindeki süpernatant pastör pipeti ile çekilerek 

atıldı. 

8) Tüpün dibinde kalan pellete 3 ml besi yeri eklendi ve nazikçe pipetaj yapıldı. 

9) Tüpte oluĢan hücre ve besi yeri karıĢımı kültür kabına aktarıldı. 

10) Kültür kabına 2 ml besi yeri ilave edildi. 

11) Hücreler mikroskopta kontrol edildi. 

12) Kültür kabı 37 ºC ve %5‟lik CO2‟li etüvle inkübe edildi. 

3.1.2.  Hücrelerin Pasajlanması 

 

Hücreler yaklaĢık 1 hafta içerisinde 2-3 kez ½ oranında besleme yapılarak kültür 

kabını kapladı. Hücreler T25 kültür kabını tamamen kapladıktan sonra 1:3-1:6 

oranında pasajlanarak yeni kültür kaplarına alındı. Pasajlama iĢlemi için aĢağıdaki 

yöntem kullanıldı.  

1) Hücre yüzeyini kaplayan medium pipetle çekilerek uzaklaĢtırıldı. 

2) PBS ile hücreler yıkandı. 

3) 1-2 ml Tripsin-EDTA eklenerek oda sıcaklığında veya 37ºC da inkübe edildi. 

4) Hücre yüzeyinden kalkan hücreler 15 ml‟lik tüpe aktarıldı. 

5) Tüpün üzerine 5-6 ml RPMI-1640 ilave edildi. 

6) 500xg‟de 5 dakika santrifüj edildi. 

7) Tüpün üzerindeki süpernatant uzaklaĢtırıldı. 

8) Dipte kalan hücrelerin üzerine 6 ml katkılı RPMI-1640 eklendi ve 3 kültür 

kabına 2‟Ģer ml olarak dağıtıldı. 
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9) T25 kültür kaplarına 3 ml, T75 kültür kaplarına 13 ml RPMI-1640 eklendi. 

10) Kültür kapları 37ºC ve %5 CO2 içeren inkübatöre yerleĢtirildi. 

 

3.1.3. Hücrelerin Sayılması 

 

Hücrelere tripsinizasyon iĢlemi uygulanarak, tutundukları yüzeyden 

kaldırıldı. Kaldırılan hücreler bir tüpe alınarak 500 xg‟de 5 dakika santrifüj edilerek 

tüpün üzerindeki süpernatant atıldı. Kalan pelletin üzerine 1 ml besi yeri konarak 

pipetaj yapıldı. 

  

Cedex XS (ROCHE, Mannheim, Germany) cihazı ve cihazın yazılımını 

taĢıyan kontrol ünitesi açıldı. Resüspanse edilen hücrelerden 20 µl alınarak 0,2 ml lik 

eppendorf tüpüne aktarıldı. Tüpün içerisine 1:1 oranında distile su ile dilüe edilmiĢ 

20 µl Tripan Blue (ROCHE Mannheim, Germany) eklendi. KarıĢım pipetajlanarak 

homojen hale getirildikten sonra cihaza ait olan Smart Slides (ROCHE Mannheim, 

Germany) adı verilen özel lama 20 µl eklendi (ġekil 3.1.). Lam Cedex cihazına 

yerleĢtirilmiĢ ve hücre sayımı yapılarak not edilmiĢtir.  

 

 

 
 

ġekil 3.1. Cedex XS Smart Slides.  

8 kuyucuklu olan Cedex XS Smart Slides‟a örnekler iki farklı yönden yüklene 

bilmektedir. [ bidi.com/xtproducts/en/ibidi-Labware/Customer-Specific-

Slides/Custom-Specific-Flow-Slides-and-Channels adresinden 01.06.2015‟te 

alınmıĢtır.] 
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3.2. xCELLigence SĠSTEMĠNDE GERÇEK ZAMANLI HÜCRE ANALĠZĠNĠN 

YAPILMASI 

 

xCELLigence sistemi herhangi bir iĢaretleme yapılmaksızın hücrelerin doğal 

hallerinin gerçek zamanlı olarak ölçülmesi için tasarlanmıĢ bir cihaz olup, çalıĢma 

prensibi plate‟lerinin tabanına yerleĢtirilen mikroelektrotların elektriksel empedans 

değerlerini ölçmesi mantığına dayalıdır. Empedansta meydana gelen değiĢim hücre 

canlılığı, morfolojisi, sayısı ve hareketi gibi hücrelerin biyolojik durumu hakkında 

kantitatif verilere ulaĢmamızı sağlar. xCELLĠgence DP Gerçek Zamanlı Hücre 

Analiz Cihazı inkübatör içerisine yerleĢtirilen ve plate‟lerin koyulduğu bir ana ünite 

ile data kablosu yardımı ile ona bağlanan bir kontrol ünitesinden meydana gelir 

(ġekil 3.2)[Xi B. vd.,2008] Cihaz inkübatöre yerleĢtirilmeden önce %80 alkol ile 

kendi temizlik kiti kullanılarak temizlendi ve 45 dakika sterilizasyon için laminar 

kabinde UV‟ye maruz bırakıldı. Sterilizasyon tamamlandıktan sonra ana ünite 

inkübatöre yerleĢtirildi ve standardizasyon plate‟i kullanılarak standardizasyon 

yapıldı.  

 

 
ġekil 3.2.  xCELLigence Gerçek Zamanlı Hücre Ölçüm Cihazı Ana Ünite ve Kontrol 

Ünitesi. 

Ana ünite üç kızaklı veya tek kızaklı olmaktadır. Ayrıca temizlik ekipmanı ve 

kullanım kitapçığında temizlik ve kullanım bilgileri açıkça tarif edilmiĢtir. 

[Http://www.aceabio.com/product_info.aspx?id=184 01.06.2015 adresinden 

alınmıĢtır.] 
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3.2.1. E-plate Tasarımı ve Software Planlaması 

 

Yazılımın açılmasından sonra öncelikle E-plate‟in yükleneceği kızak 

belirlendi (cihaz 3 kızaklıdır). “Experiment Notes” sekmesinden deney ile ilgili genel 

bilgiler girilerek plate tasarlandı. “Layout” sekmesi ile plate‟in yerleĢtirileceği kızak 

ve plate düzeninin giriĢi yapıldı. ÇalıĢmada H1 ve H2 kuyucukları kontrol (yalnızca 

Medium içerir) A1/A2‟den G1/G2‟ye kadar olan kuyucuklar ise örnekleri içerir. 

“Schedule” sekmesinden deney aĢamaları tasarlandı. Arka plan ölçümü olarak 1 

Sweep x 1 Interval‟ den oluĢan ve 19 saniye sürecek Ģekilde, 30 dakika da bir ölçüm 

alınmak sureti ile (184 adet ölçüm),  manuel olarak istenilen saat aralığında 

durdurabilmek için 999 saat olarak ayarlandı. Bu planlama ile hücre titrasyon 

eğrisine ulaĢıldı.  

 

3.2.2 Hücre Titrasyonunun Belirlenmesi 

 

Hücre titrasyonunun belirlenmesi için hücrelerin en az %80 konfluent olması 

gerekmektedir. Hücreler beklenen konfluentlik düzeyine geldiğinde tripsinize edildi 

ve pellet, 1 ml katkılı besi yeri ile resüspanse edilerek Cedex XS cihazında sayımı 

yapıldı (Hücrelerin sayılması). Sayımdan sonra E-plate 16‟nın (ġekil 3.3.) kontrol 

kuyucukları da dâhil olmak üzere yaklaĢık 100 µl besi yeri eklenerek arka plan 

ölçümü alındı.  

 

ġekil 3.3. E-Plate 16. Toplamda 16 kuyucuğa sahip olan E-Plate 16, kuyucukların 

altındaki elektrotlar sayesinde empedans ölçümü yapmaktadır. 

[http://www.aceabio.com/product_info.aspx?id=179 adresinden alınmıĢtır.] 
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Ölçüm sonrasında hücre sayısı 2x10
5
 µl hücre olacak Ģekilde ayarlanarak, E-

plate 16‟nın kuyucuklarına duplike olarak uygulandı. A1 ve A2 kuyucuklarından 

alınan 100 µl hücre süspansiyonu G1 ve G2 kuyucuklarına kadar her seferinde ½ seri 

sulandırma yapılarak seyreltildi. Bu aĢamada hava kabarcığı ve aĢırı köpürtme 

yapılmamaya dikkat edildi. Kuyucuklardaki hücre sayısının dağılımı Çizelge 

3.1‟deki gibidir.  

 

Çizelge 3.1. E-Plate 16 düzeni.(Değerler Hücre sayılarını belirtmektedir.) 

 

Hücreler A kuyucuğundan baĢlanarak ½ oranında seyreltildi ve en son H 

kuyucuğuna kontrol olarak yalnızca medium kondu. 

 

H1 ve H2 kuyucuklarına yalnızca medium yüklendi ve kontrol olarak 

kullanıldı. Yükleme iĢleminin ardından hücrelerin tabana çökmesi için 30 dakika oda 

sıcaklığında bekletildi. Yarım saatlik süre sonunda plate cihazın D1 kızağına 

yerleĢtirilerek ölçüm iĢlemi baĢlatıldı. 100 saatlik empedans ölçümü alındı.  

Ölçüm sonucunda bulunacak olan uygun hücre sayısı diğer deneylerde 

kullanıldı.  

 

3.2.3 BxPC-3 Hücre Hattına Fasudil Uygulanması ve Hücrelerin E-plate 16‟ ya 

Yüklenmesi 

 

Titrasyonun ardından belirlenen uygun hücre sayısı seçilerek ilaç 

uygulanması için kullanıldı. Kuyucuklardaki sabit hücre sayılarına farklı dozlardaki 

Fasudil konsantrasyonları uygulandı. Fasudilin Sitotoksik indeksi ( IC50 ) belirlendi. 

Titrasyon deneyindeki aĢamalara ek olarak bu aĢamada bütün kuyucuklara 90 µl 

katkılı besiyeri eklenerek arka plan ölçümü alındı, hücreler 100 µl katkılı besiyeri ile 

kuyucuklara yüklendi. Belirlenen inkübasyon süresi sonunda (yaklaĢık 20-30 saat) 

  A B C D E F G H 

1 100000 50000 25000 12500 6250 3125 1563 KONTROL 

2 100000 50000 25000 12500 6250 3125 1563 KONTROL 
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farklı ilaç dozları, kuyucuğun son hacmi 200 µl olacak Ģekilde belirli deriĢimlerde 10 

µl ilaç kuyucuklara tutunan hücrelerin kalkmaması için pipetaj yapılmadan, hava 

kabarcığı bırakılmadan dikkatlice üstten bırakıldı. G1 ve G2 kuyucuklarına ilaç 

yüklemesi yapılmazken, H1 - H2 kuyucuklarına ise yalnızca medium ve Fasudilin en 

yüksek dozu yüklendi ve negatif kontrol olarak kullanıldı. Plate‟in dizaynı Çizelge 

3.2.‟deki gibidir.  

 

Çizelge 3.2. Fasudil Uygulaması Ġçin E-plate 16 Düzeni  

 

  A B C D E F G H 

1 
 HÜCRE 

(FASUDĠL)                                                  

 HÜCRE 

(FASUDĠL)                                                  

 HÜCRE 

(FASUDĠL)                                                  

 HÜCRE 

(FASUDĠL)                                                  

 HÜCRE 

(FASUDĠL)                                                  

 HÜCRE 

(FASUDĠL)                                                  

HÜCRE 

(ĠLAÇ 

YOK)  

BESĠYERĠ 

FASUDĠL 

2 
 HÜCRE 

(FASUDĠL)                                                  

 HÜCRE 

(FASUDĠL)                                                  

 HÜCRE 

(FASUDĠL)                                                  

 HÜCRE 

(FASUDĠL)                                                  

 HÜCRE 

(FASUDĠL)                                                  

 HÜCRE 

(FASUDĠL)                                                  

HÜCRE 

(ĠLAÇ 

YOK)  

BESĠYERĠ 

FASUDĠL 

 

A1ve A2  kuyucuğundan F1 ve F2 kuyucuğuna kadar fasudil uygulanmıĢ hücre 

konuldu. G1 ve G2 kuyucuğuna yalnızca hücre, H1 ve H2 kuyucuğuna ise fasudil ve 

besiyeri eklendi. 

 

3.2.4 xCELLigence Cihazında Migrasyon Ġçin CIM-Plate Uygulaması  

 

Hücreler deneye baĢlanmadan bir gün önce pasajlandı. Hücreler bir gece 

serumsuz (FBS içermeyen) besi yerinde bırakıldı. %80 konfluent seviyesine 

ulaĢtıktan sonra besiyeri alınarak PBS ile iki kez yıkama yapılarak tripsinize edildi. 

Daha sonra hücreler DPBS ile santrifuj edilmiĢ ve elde edilen pellet serumsuz besi 

yeri ile süspanse edilerek kuyucuklara aktarıldı. Kontrol olarak kullanılacak olan 

hücrelere besi yeri eklendi.  
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CIM-Plate 16 birbirinden ayrılabilen 3 parçadan oluĢmaktadır (ġekil 3.4.). En 

alt kısımda bulunan kuyucuklara A1‟den G1‟e kadar 160 µl serumlu besi yeri 

baloncuk oluĢturmadan duplike olarak yüklendi. H1 ve H2 kuyucuklarına ise 160 µl 

serumsuz besi yeri eklendi. ĠĢlemin sonrasında üst parça yerleĢtirildi. Üst parçadaki 

A1‟den G1‟e kadar olan bütün kuyucuklara 25-50 µl serumsuz besi yeri duplike bir 

Ģekilde yüklenirken kontrol kuyucuğu olan H1 ve H2 ye 25-50 µl serumlu besi yeri 

eklendi. Cihazın D1 kızağına yerleĢtirilen Plate, 1 saat boyunca inkübasyona 

bırakıldı. 1 saatin sonunda deney Çizelge 3. 3‟deki gibi tasarlandı ve software 

baĢlatılarak ölçüm alındı. 

 

 

 
 

ġekil 3.4. CIM Plate 16.  

CIM Plate-16, üç kısımdan oluĢur. Yatayda 8 olmak üzere dublike toplamda 16 

kuyucuktan oluĢmaktadır. En altta migratif bir ajanın yüklendiği alt tabla, orta 

kısımda örneklerin yüklendiği plak ve üst kapak mevcuttur.  

[http://www.aceabio.com/product_info.aspx?id=182 01.06.2015 adresinden 

alınmıĢtır.] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Caner, K. 2015. Rho Kinaz İnhibitörü Fasudilin Pankreas Karsinoma Hücrelerinde Sitotoksisite, Apoptoz ve Metastaz 

İlişkisinin Araştırılması, Yüksek Lisans Tezi, Mersin Üniversitesi 

 
 

24 
 

 

 

Çizelge3.3 Migrasyon Deneyi CIM Plate 16 Tasarımı 

 

  1 2    

A 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre    

160 µl serumlu besiyeri 160 µl serumlu besiyeri    

B 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre    

160 µl serumlu besiyeri 160 µl serumlu besiyeri  üst kuyucuk  

C 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre  alt kuyucuk 

160 µl serumlu besiyeri 160 µl serumlu besiyeri    

D 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre     

160 µl serumlu besiyeri 160 µl serumlu besiyeri    

E 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre    

160 µl serumlu besiyeri 160 µl serumlu besiyeri    

F 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre    

160 µl serumlu besiyeri 160 µl serumlu besiyeri    

G 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre    

160 µl serumlu besiyeri 160 µl serumlu besiyeri    

H 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre 

100 µl Serumsuz besiyeri 

+hücre    

160 µl serumlu besiyeri 160 µl serumlu besiyeri    

 

 

 

Plate‟in A kuyucuğundan H kuyucuğuna kadar ust kısmına serumsuz besiyeri ve 

hücre, alt kuyucuğuna ise serumlu besiyeri kondu ve aç olan hücrelerin besine doğru 

hareketi ölçüldü. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Caner, K. 2015. Rho Kinaz İnhibitörü Fasudilin Pankreas Karsinoma Hücrelerinde Sitotoksisite, Apoptoz ve Metastaz 

İlişkisinin Araştırılması, Yüksek Lisans Tezi, Mersin Üniversitesi 

 
 

25 
 

 

 

3.3. KANTĠTATĠF RT-PCR YÖNTEMĠYLE KASPAZ -3,-8,-9 GENLERĠNĠN 

ABSOLUT ĠFADELERĠNĠN BELĠRLENMESĠ 

 

3.3.1. RNA Ġzolasyonu ve cDNA Sentezi  

 

T25 kültür kabı içerisinde üretilen hücreler konfluent duruma ulaĢtıktan sonra 

katkılı besi yeri uzaklaĢtırılarak kültür kaplarına 0,2 mM ve 2 mM olmak üzere 

Fasudil içeren katkılı besiyeri uygulandı ve 24 ve 48 saatlik ilaç uygulamasından 

sonra hücreler tripsinize edildi. Tripsinizasyon sonrasında elde edilen hücreler DPBS 

ile santrifüj edildi ve pellet alındı. 

  

Alınan hücreler ROCHE High RNA Isolation Kit (ROCHE Mannheim, 

Germany Lot: 11 828 665 001 ) kullanılarak önerilen protokole göre RNA 

izolasyonu yapıldı. RNA örnekleri Capital Bio. NanoQ Mikro-Volume 

Spektrofotometre cihazı ile ölçülmüĢ ve cDNA sentezi için -80 ºC da saklandı. 

cDNA sentezi için 260/280 nm absorbans oranı 1,8-2,2 aralığında olan RNA 

örnekleri seçilerek her örnekten 1 µl (2-9 µl) arası total RNA olacak Ģekilde alınarak 

cDNA sentezi için karıĢım hazırlandı. 

 

-80º C„dan çıkarılan RNA‟lar ROCHE Transcriptor First Strand cDNA 

Synthesis Kit‟i (ROCHE Mannheim, Germany) kullanılarak önerilen protokole göre 

cDNA sentezi yapıldı. Deneyde iki karıĢım hazırlandı (Çizelge 3.4 ve 3.5 ). 

 

Çizelge 3.4. First Strand cDNA Sentezi KarıĢım-1 Protokolü. 

  

KARIŞIM-1 

Total RNA 2-9 µl 

Random Primer 2 µl 

dH2O X µl 

Toplam  13 µl 

 

Örnekler iki karıĢım ortasında 65 ºC da 10 dakika inkübasyona bırakıldı ve bu 

esnada ikinci karıĢım hazırlandı.  
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Çizelge 3.5. First Strand cDNA Sentezi KarıĢım-2 Protokolü. 

 

KARIŞIM-2 

Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer 4µl 

Protector RNAse Ġnhibitor Buffer  0,5µl 

dNTP Mix 2µl 

Transcriptor Reverse Transcriptase Enzyme 0,5µl 

Toplam 7 µl 

 

TOPLAM KARIġIM = KarıĢım-1 + KarıĢım-2 = 13µl + 7 µl = 20 µl 

 

Total karıĢım, PCR tüplerinde dikkatlice pipetaj edildikten sonra Thermal 

Cycler Cihazına yerleĢtirildi. Kullanılan cDNA sentezi thermal cycler programı 

aĢağıdaki gibidir.  

 

Çizelge 3.6. cDNA Sentezi Thermal Cycler Programı 

 

PROGRAM 

25ºC 10 DAKĠKA 

50ºC 60 DAKĠKA 

80ºC 5 DAKĠKA 

 

Thermal Cycler‟dan alınan örnekler Gen ifadesi çalıĢmasına kadar -20 ºC‟da 

saklandı.  

 

3.3.2. Kantitatif RT-PCR‟da Kaspaz- 3, Kaspaz-8, Kaspaz 9 Gen Ġfadesi Absolut 

Kantitasyonu 

 

cDNA sentezi gerçekleĢtirildikten sonra örnekler -20ºC‟de saklandı. Kaspaz -

3,-8, -9 genlerinin çalıĢılmasında referans gen olarak β-aktin housekeeping geni 

kullanıldı. KarıĢım çizelge 3.7.‟deki protokol uygulanarak, 96 Well Plate‟e Çizelge 

3.8.‟deki gibi yüklendi ve gen ifadesi Fit Point methodu ile Absolute kantitasyon 

yöntemine göre hesaplandı.  
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Çizelge 3.7. Kaspaz -3, -8, -9 Gen Ġfadelerinin Ġncelenmesinde Kullanılan Master 

Mix protokolü. 

 

96 well Plate Yüklenen Karışım 

Master Mix (ROCHE Mannheim,Germany) 10µl 

dH2O 2µl 

Forward Primer  1µl 

Reverse Primer 1µl 

Prob 1µl 

cDNA 5µ 

Toplam 20µl 

 

 

 

Çizelge 3.8. Kaspaz -3, -8, -9 Gen Ġfadelerinin 96 Well Plate YerleĢtirilmesi. 

 

     24 SAAT      48 SAAT  

  1 2 3 4 5 6 7 

β-ACTĠN C* 0,2 M 2 M  C* 0,2 M 2 M  NK* 

β-ACTĠN C* 0,2 M 2 M  C* 0,2 M 2 M  SU 

KASPAZ-

3 C* 0,2 M 2 M  C* 0,2 M 2 M  NK* 

KASPAZ-

3 C* 0,2 M 2M C* 0,2 M 2M SU 

KASPAZ-

8 C* 0,2 M 2M C* 0,2 M 2M NK* 

KASPAZ-

8 C* 0,2 M 2M C* 0,2 M 2M SU 

KASPAZ-

9 C* 0,2 M 2M C* 0,2 M 2M NK* 

KASPAZ-

9 C* 0,2 M 2M C* 0,2 M 2M SU 

** C‟ler kontrolü, NK‟lar negatif kontrolü göstermektedir. 

 

 

ÇalıĢma 2 M ve 0,2 M ilaç uygulanmıĢ örnekler için dublike yapıldı. Kontrolden 

sonraki ilk iki kuyucuğa beta aktin konuldu, diğer kuyucuklara ikiĢerli olarak kaspaz-

3,-8,ve kaspaz-9 konuldu. ÇalıĢmada plate‟in 56 kuyucuğu kullanıldı.   
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ġekil 3.5. Beta Actin prob dizaynı. 

 

 
 

Amplifikasyon uzunluğu: 127 bç 

Transkripsiyon uzunluğu:1917 bç  

Tanım: Beta Actin [Source: HGNC symbol; Acc:132] 

Gen sembol: ACTB 

 

ġekil 3.6. Kaspaz 3 prob dizaynı. 

 
 

Amplifikasyon uzunluğu: 76 bç 

Transkripsiyon uzunluğu: 2673 bç 

Tanım: Kaspaz-3 (apopitos-related sistein peptidase ) [Source: HGNC symbol; 

Acc:1504] 

Gen sembol: CASP3 
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ġekil 3.7. Kaspaz 8 prob dizaynı. 

 
 

Amplifikasyon uzunluğu: 59 bç 

Transkripsiyon uzunluğu:2930 bç  

Tanım: Kaspaz-8  [Source: HGNC symbol; Acc:1509] 

Gen sembol: CASP8 

 

ġekil 3.8. Kaspaz 9 prob dizaynı. 

 
 

Amplifikasyon uzunluğu: 69 bç 

Transkripsiyon uzunluğu:2019 bç  

Tanım: Kaspaz-9  [Source: HGNC symbol; Acc:1509] 

Gen sembol: CASP9 
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3.4. AKIM SĠTOMETRĠ ile PE AKTĠF KASPAZ-3 TESTĠ 

 

Bu test Kaspaz-3 varlığında apoptozun gösterilmesi için kullanılan 

yöntemlerden biridir.  Bu test protokolü için öncelikle cihaz hazırlığı ve PE Aktif 

Kaspaz-3 boyama protokolü gerçekleĢtirildi. 

 

 

3.4.1. FACS Aria III Akım Sitometri Cihazının Hazırlığı 

 

BD FACSAria-III cihazında örnekler okutulmadan önce cihaz BD firmasının 

belirlediği prosedüre uygun olarak hazırlandı. Ġlk olarak cihazın ethanol tankına 5 

litre %70‟lik etanol eklendi. FACS Flow tankına örnekler okutulmasında gerekli olan 

sistem sıvısı,  FlowSheath eklendi. Daha sonra atık tankının cihaz ile bağlantıları 

kesilerek, içerisindeki atık sıvı tıbbi atık kabına boĢaltıldı. Tankın dibini kaplayacak 

kadar FACSClean solüsyonu eklendi ve bağlantı sağlandı. Bu aĢamalar 

tamamlandıktan sonra cihaz çalıĢtırıldı. Kontrol ünitesinden FACSDiva yazılımı 

baĢlatılarak,  PE Aktif Kaspaz-3 için uygun olan prosedüre göre hazırlandı. Örnekler 

FACS Tube denilen 5 ml‟lik propilen tüplere aktarıldı. Tüpler cihazın yükleme 

kısmına yerleĢtirilerek yaklaĢık 1 dakika süren ve incelenen olay sayısı 10.000 olana 

kadar okutulacak Ģekilde deney düzeneği kuruldu ve deney gerçekleĢtirildi.  Deney 

esnasında FACSDiva üzerinden grafikler ve deney süreci takip edildi. 

 

3.4.2. PE Aktif Kaspaz-3 Boyama Protokolü 

 

Öncelikle elde edilen hücreler iki kez soğuk DPBS ile yıkanarak 5 dakika 

boyunca 300xg‟de santrifüj edildi. Daha sonra kitin içinde bulunan 

Cytofix/Cytoperm solüsyonu ile belirtilen oranda (1x10
6 

/0.5 ml) resüspanse edilerek 

20 dakika boyunca buzun üzerinde inkübasyona bırakıldı. Bu aĢamayı 

tamamladıktan sonra hücreler 300xg‟de tekrar santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 

supernatant atılarak 1x10
6
/0,5 ml Perm/wash Buffer (1x) ile yıkandı. Ġki kez 

tekrarlanan bu aĢamadan sonra hücreler yine 300xg‟de 5 dakika santrifüj edildi. Yine 

süpernatant atılmıĢ ve 1x10
6
/0,1 ml olacak Ģekilde Perm/wash Buffer (1x) ve 1x10

6
 

/20 µl olacak Ģekilde antikor eklendi. Örnekler oda ısısında 30 dakika inkübasyona 
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bırakıldı. Ġnkübasyon süresinin tamamlanmasından sonra örneklere 1 ml Perm/wash 

(1x) eklenerek 5 dakika 300xg‟de santrifüj iĢlemi uygulandı. Arkasından süpernatant 

atılarak örneklerin üzerine 500 µl Perm/Wash Buffer (1x) eklendikten sonra tüpler 

akım sitometri cihazında FACS Diva software programında analiz edildi.  

 

3.5. Ġstatistiksel Analiz 

 

ÇalıĢmalardaki, sitotoksisite xCELLigence sistemindeki IC50 cell index analiz 

programında istatistiksel olarak, Caspase-3, -8, -9 gen ifadesi β-actin housekeeping 

genine göre normalize edilerek LC480 cihazında yer alan Fit Point analizi ile 

absolute olarak kantitasyon gerçekleĢtirilmiĢtir.  Fit point analizi yükleme yapılan 

kontrol grubunun oluĢturduğu satandart eğriyi baz alarak diğer örneklerin bu eğri ile 

olan iliĢkisine dayanan bir method olup, eğrilerin kalitesi ayarlanabilmektedir. Yeni 

matematik modeli referans alınan gene göre seçilen hedef genin relatif ölçümünü 

tanımlamaktadır. Hedef genin relatif ekspresyon oranı (ratio R) kontrole karĢı 

bilinmeyen örneğin CP deviasyonu ve E‟ ye istinaden hesaplanmasıdır [Pfaffle M. 

2001]. 
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4.  BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

4.1. HÜCRE TĠTRASYONUNUN BELĠRLENMESĠ 

 

Hücre titrasyonu deneyinde BxPC-3 hücreleri 100 saat izlenmiĢ olup E-Plate 

kuyucuklarına yüklenen hücre sayıları Çizelge 4.1.‟deki gibidir. (3.2.21 Hücre 

Titrasyonunun Belirlenmesi) 

 

Çizelge 4.1. E-Plate 16 Kuyucuklarına Yüklenen Hücre sayıları 

 

  A B C D E F G H 

1 
HÜCR

E 

SAYISI 

100000 50000 25000 12500 6250 3125 1563 
KONTRO

L 

2 
HÜCR

E 

SAYISI 

100000 50000 25000 12500 6250 3125 1563 
KONTRO

L 

 

Cihazdan alınan sonuçlara dayanarak BxPC-3 hücre hattı için kullanılacak 

uygun hücre sayısı 12500 ve Fasudil uygulama saati ise xCELLigence cihazından 

alınan sonuca göre 25-28. saatler arası olarak belirlendi (ġekil 4.1.). 

 

 
 

ġekil 4.1. BxPC-3 Hücre Hattının Hücre Sayısı ve Zamana Bağlı Proliferasyonu. 
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Bu saat aralığının seçiminde hücrelerin büyüme fazının uzunluğu ve 

hücrelerin ölüm fazına geçiĢ sürelerinin tespit edilmesi iki önemli kriter olmuĢtur. 

 

4.2. FASUDĠL‟E BAĞLI SĠTOTOKSĠSĠTENĠN BELĠRLENMESĠ 

 

Titrasyon deneylerinden sonra E-plate düzeni çizelge 4.2.‟deki gibi yapıldı. 

Çizelge 4.2. E-Plate kuyucuklarına yüklenen hücre sayısı ve uygulanan Fasudil 

miktarı. 

 

  
A 

B C D E F G H 

1 
HÜCRE 

SAYISI 

12500 

(10Mm) 

12500 

(2mM) 

12500 

(2mM) 

12500 

(0,2 

mM) 

12500 

(0,2 

mM) 

12500 

(0,02 

mM) 

HÜCRE 

(ilaç yok) 
MEDĠUM+FASUDĠL 

2 
HÜCRE 

SAYISI 

12501 

(10Mm) 

12500 

(2mM) 

12500 

(2mM) 

12500 

(0,2 

mM) 

12500 

(0,2 

mM) 

12500 

(0,02 

mM) 

HÜCRE 

(ilaç yok) 
MEDĠUM+FASUDĠL 

 

  

Deneyin 25. saatinde deney duraklatılarak E-plate‟e laminar kabin içerisinde  

Fasudil‟in farklı konsantrasyonları Çizelge 4.2.‟deki gibi yüklendi. Deney devam 

ettirildi ve 180. saatte sonlandırıldı. Fasudilin farklı dozlarının kullanılması sonucu 

elde edilen sitotoksisite sonucu ġekil 4.2.‟deki gibidir. RTCA software programına 

göre IC50 değeri 7,2835x10
-6

 M olarak hesaplandı. Yapılacak olan diğer çalıĢmalarda 

Fasudil için kullanılacak uygun doz miktarının 2 mM olduğuna karar verilmiĢtir. 

Literatürde Fasudil ile yapılan sitotoksik etkinin gözlemlenmesinde benzer doz 

aralıkları kullanılmıĢtır [Yang vd., 2010 ]. 
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ġekil 4.2.Fasudilin BxPC-3 Hücrelerinde Proliferasyona Etkisi. 

 

 72,5 µg (10M)  konsantrasyonun etkisi hariç, konsantrasyon arttıkça hücreler 

üzerindeki sitotoksisite arttı. 3,63 µg (0,02 M)  konsantrasyonu hücreler üzerinde 

letal etki meydana getirdi. 

 

 
 

ġekil 4.3. Fasudil‟in Hesaplanan IC50 Degeri. 

 

10 M konsantrasyonda sitotoksisite artmıĢ, 0,02 M konsantrasyonda ise sitotoksisite 

azalmıĢtır. 
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4.3.  xCELLigence DP SĠSTEMĠ ĠLE MĠGRASYONUN BELĠRLENMESĠ 

 

Migrasyon deneyinde kurulan deney düzeneğinde amaç, aç kalan hücrelerin 

%10 FBS içeren besiyerine hareketidir.  Ancak yapılan çalıĢmada bu hareket 

gözlemlenemedi, hücreler metastatik aktivite göstermedi. (ġekil 4.4.) 

 

 
 

ġekil 4.4. BcPC-3 Hücre Hattında Migrasyon.  

Yapılan migrasyon deneyinin sonucunda hücrelerin plağın tabanına doğru hareket 

etmediği gözlemlendi.  

 

Literatürde BxPC-3 hücre hattı için bazı kaynaklarda metastatik bazı 

kaynaklarda ise metastatik olmadığı belirtilmiĢ ve kesin bir kanıya varılamamıĢtır 

[Bünger vd. 2012, Suemizu H.vd., 2005].  ÇalıĢmanın besine ek olarak bir uyarıcı ile 

(örneğin,  TGF gibi ) tekrarlanması faydalı olacaktır. 

 

Diğer bir olasılık ise CIM Plate-16‟nın por büyüklüğü 8µm‟dır. BxPC-3 

hücrelerinin bir arada göç ettiği daha önceki çalıĢmalarda gösterilmiĢ olup, pordan 

geçemeyecek kadar büyük yığınlar oluĢturmuĢ olabilir [Stahle vd, 2003]. 
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4.4.  FASUDĠL‟ĠN KASPAZ-3, -8, -9 GEN ĠFADELERĠ ÜZERĠNE ETKĠSĠNĠN 

BELĠRLENMESĠ  

 

Hücreler konfluent duruma geldiklerinde 2 mM ve 0,2 mM Fasudil 

uygulandı. 12 ve 24 saatlik inkübasyondan sonra kültür kabından hücreler 

kaldırılarak santrifüj edildi ve ardından DPBS ile homojenize edilerek total RNA 

izolasyonu yapıldı ve RNA kalitesinin değerlendirilmesi için 260/280 oranı NanoQ 

çihazında ölçüldü ve çizelge 4.3‟teki sonuçlar alındı (260/280 oranı 1,8 den büyük 

olan RNA‟lar kaliteli olarak kabul edildi). 

 

Çizelge 4.3. Total RNA Ġzolasyon Örneklerinin Kalitesi  

Fasudil 

0,2 mM 

Örnek  230nm 260nm 280nm 260/280 260/230 Konsantrasyon 

Kontrol RNA 1,56 3,96 2 1,98 2,53 158,55 

24 saat RNA 2,77 5,16 2,65 1,94 1,86 206,42 

48 saat RNA 3,04 7,59 3,77 2,03 2,5 291,12 

Fasudil 

2 mM 

Örnek  230nm 260nm 280nm 260/280 260/230 Konsantrasyon 

Kontrol RNA 2,9 7,27 3,57 2,03 2,5 291,12 

24 saat RNA 3,29 7,4 3,7 1,99 2,24 296,01 

48 saat RNA 4,87 11,84 5,93 1,99 2,43 473,87 

 

Kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 gen ifadelerinin ölçümünde referans olarak β- 

aktin geni kullanıldı, çalıĢma 2 tekrar olarak yapıldı ve sonuçlar çizelge 4.4‟teki gibi 

elde edildi. 
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Çizelge 4.4. BxPC-3 Hücrelerinde Referans Gen β-aktin ve Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve 

Kaspaz-9 Ekspresyonu. 

  

  

∆CT ∆∆CT 2
-∆∆CT

 24 SAATLİK ÖLÇÜM 

  

KONTROL BETA 1 11,61 CASP3 1 20,76 9,2 0 1 

0,2 M BETA 2 11,62 CASP3 2 21,33 9,7 0,56 0,68 

2M BETA 3 11,62 CASP3  20,84 9,2 0,07 0,95 

  24 SAATLİK ÖLÇÜM         

KONTROL BETA 1 11,3 CASP3 1 20,51 9,2 0 1 

0,2 M BETA 2 11,74 CASP3 2 20,92 9,2 -0,03 1,02 

2M BETA 3 11,8 CASP3 3 20,53 8,7 -0,5 1,39 

  24 SAATLİK ÖLÇÜM         

KONTROL BETA 1 11,61 CASP8 1 24,27 13 0 1 

0,2 M BETA 2 11,62 CASP8 2 24,81 13 0,53 0,69 

2M BETA 3 11,62 CASP8 3 24,49 13 0,21 0,86 

  24 SAATLİK ÖLÇÜM         

KONTROL BETA 1 11,3 CASP8 1 23,83 13 0 1 

0,2 M BETA 2 11,74 CASP8 2 24,66 13 0,39 0,76 

2M BETA 3 11,8 CASP8 3 24,48 13 0,15 0,9 

  24 SAATLİK ÖLÇÜM         

KONTROL BETA 1 11,61 CASP9 1 21,36 9,8 0 1 

0,2 M BETA 2 11,62 CASP9 2 21,53 9,9 0,16 0,9 

2M BETA 3 11,62 CASP9 3 20,9 9,3 -0,5 1,39 

  24 SAATLİK ÖLÇÜM         

KONTROL BETA 1 11,3 CASP9 1 21,57 10 0 1 

0,2 M BETA 2 11,74 CASP9 2 21,4 9,7 -0,6 1,53 

2M BETA 3 11,8 CASP9 3 20,94 9,1 -1,1 2,19 
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Çizelge4.4.‟ün Devamı. 

48 SAATLİK ÖLÇÜM ∆CT ∆∆CT 2
-∆∆CT

 

BETA 4 11,54 CASP3 4 21,31 9,8 0 1 

BETA 5 11,73 CASP3 5 21,42 9,7 -0,08 1,06 

BETA  12,58 CASP3  21,56 9 -0,79 1,73 

48 SAATLİK ÖLÇÜM       

BETA 4 11,57 CASP3 4 20,99 9,4 0 1 

BETA 5 11,61 CASP3 5 20,95 9,3 -0,08 1,06 

BETA 6 12,31 CASP3 6 21,74 9,4 0,01 0,99 

48 SAATLİK ÖLÇÜM       

BETA 4 11,54 CASP8 4 24,32 13 0 1 

BETA 5 11,73 CASP8 5 24,5 13 -0,01 1,01 

BETA 6 12,58 CASP8 6 25,41 13 0,05 0,97 

48 SAATLİK ÖLÇÜM       

BETA 4 11,57 CASP8 4 24,53 13 0 1 

BETA 5 11,61 CASP8 5 24,36 13 -0,21 1,16 

BETA 6 12,31 CASP8 6 25,36 13 0,09 0,94 

48 SAATLİK ÖLÇÜM       

BETA 4 11,54 CASP9 4 20,94 9,4 0 1 

BETA 5 11,73 CASP9 5 21,29 9,6 0,16 0,9 

BETA 6 12,58 CASP9 6 22,42 9,8 0,44 0,74 

48 SAATLİK ÖLÇÜM       

BETA 4 11,57 CASP9 4 20,8 9,2 0 1 

BETA 5 11,61 CASP9 5 20,83 9,2 -0,01 1,01 

BETA 6 12,31 CASP9 6 21,88 9,6 0,34 0,79 
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Çizelge 4.5. Kaspaz-3, -8, -9 Genlerinin 24 ve 48 Saatlik Ekspresyon Sonuçlarının 

Ortalaması. 

   ORTALAMA     SD ORTALAMA          SD 

CAS-3 

24 SAAT  24 SAAT 48 SAAT 48 SAAT  

0,849657 ±0,169657 1,057018 ±0,00298 

1,173691 ±0,223691 1,361083 ±0,36892 

CAS-8 

24 SAAT 24 SAAT 48 SAAT 48 SAAT 

0,727842 ±0,037842 1,081822 ±0,07182 

0,882894 ±0,022894 0,95273 ±0,05727 

CAS-9 

24 SAAT 24 SAAT 48 SAAT 48 SAAT 

1,210642 ±0,310642 0,95099 ±0,05099 

1,786848 ±0,396848 0,763588 ±0,02641 

 

 48 saat 2 M‟lık fasudil maruziyetinde kontrole göre Kaspaz-3‟te yaklaĢık 1,5 

kat artıĢ, Kaspaz-9‟da 24 saat ve 0,2 M‟lık maruziyette yaklaĢık 1,5 kat, 2 M‟lık 

maruziyette yaklaĢık 2 kat artıĢ gözlemlenirken, Kaspaz-8 de anlamlı bir artıĢ ya da 

azalıĢ gözlemlenememiĢtir. Bu sonuç, Fasudil‟in pankreas adenokarsinom 

hücrelerinde apoptozu iç yolak üzerinden aktive ettiğini düĢündürmektedir. 

 

Takabe ve ark. göre, Fasudilin apoptotik etkisi iç yolak üzerinden kaspaz-9 ve 

kaspaz-3 aracılığı ile gerçekleĢebileceği düĢünülmektedir. Fasudil‟in p53, Bax, 

kaspaz-3 ve kaspaz-9 yolağı üzerinden apoptozu indüklediği bilinmektedir [Takeba 

vd, 2012 ]. Bcl-2‟nin temel görevi hücreyi hayatta kalmaya teĢvik etmek ve 

sitoplazmada bulunan Bax‟ın apoptozunu engellemektir. Bax‟ın ekspresyonu yüksek 

olduğu zaman sitoplazmadan mitokondrial membrana ilerleyerek Bcl-2 ile 

birleĢmektedir.. Bcl-2 inaktif olduğunda mitokondrial zarın geçirgenliği değiĢir ve bu 

da mitokondrial hasara neden olur ve apoptoz artar. Fasudil, Bcl-2 ekspresyonunu 

arttırırken, Bax ekspresyon seviyesini azaltarak apoptoz mekanizmasında görev 

almaktadır [ Tan vd, 2013] 
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Diğer bir çalıĢmada, Rho Kinaz inhibitörü Fasudil apoliprotein-E‟de 

abdominal aortik anorizmi indükleyen anjiotensin-II‟nin yetersiz olduğu farelerde 

apoptozu ve proteolizi engelleyerek anjiotensin II‟nin etkisini azalttığı bulunmuĢtur 

[Wang vd, 2005]. 

 

Yin limei ve ark. tarafından yapılan çalıĢmada da fasudilin VEGF‟yi 

engelleyerek anjiogenezi indüklediği ve fasudil ve hidroksifasudilin kaspaz-3 

yolağını etkilediği gösterilmiĢtir [Yin,2007]. 

 

Kaspaz -3, -8, -9 gen ifadeleri dıĢında yine apoptoz mekanizmasında yer alan 

kaspaz-6, kaspaz-7, kaspaz-2 ve kaspaz-10 gen ifadelerinin de incelenerek sürece ne 

gibi bir etkisinin olduğu anlaĢılmaya çalıĢılmalıdır. 
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4.5. PE AKTĠF KASPAZ-3 TESTĠ ĠLE APOPĠTOZUN GÖSTERĠLMESĠ 

  

PE Aktif Kaspaz-3 testi ile protein düzeyinde Aktif Kaspaz-3‟ün gösterilmesi 

akım sitometri yöntemiyle gerçekleĢtirildi. Kontrol grupları ile karĢılaĢtırıldığında 48 

saat uygulanan 2mM doz Fasudil ile BxPC-3 pankreas adenokarsinom hücrelerinde 

Kaspaz-3‟ün aktif olduğu tespit edildi.  

 

 

 
 

 

ġekil 4.5. Kontrol grubu BxPC-3 hücrelerinde Kaspaz-3 düzeyi.  

a) 24 saatlik boyanmamıĢ hücre gubunun kontrol alındığı düzenektir. 

b) 24 saatlik kaspaz-3 taranan kontrol grubudur. Her iki gruptada aktif olarak 

kaspaz-3 varlığının olmadığı görülmektedir. 
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ġekil.4.6. Doz ve zaman bağımlı 2mM / 48 saat Fasudil uygulanan BxPC-3 

hücrelerinin Kaspaz-3 düzeyi %25.1 olarak ölçülmüĢtür. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER  

  

Bu çalıĢmada, Rho kinaz inhibitörlerinden Fasudilin sitotoksisite, kaspaz-3, 

kaspaz-8, kaspaz-9 gen ifadeleri üzerinden apoptozla iliĢkisi ve metastaz üzerindeki 

etkisi anlaĢılmaya çalıĢılmıĢtır.  

Bu çalıĢma ile; 

  

1) xCELLĠgence DP sisteminde sitotoksisite deneylerinde BxPC-3 hücre hattı  

için uygun olan hücre sayısı 12500 ve ilaç uygulama saati 25 saat olarak   

belirlenmiĢtir.  

  

2) Fasudil 10mM, 2mM, 0,2mM ve 0,02 mM‟lık doz uygulamalarında IC50 

Değeri 7,2835x10
-6

 M olarak belirlenmiĢtir. 

  

3) ) xCELLigence DP sisteminde CIM Plate-16 ile yapılan migrasyon dene- 

yinde hücrelerin migrasyon yapmadığı görüldü. Migrasyon deneyi 

kemoatraktan bir ajan ile uzun saat aralıklarında gözlemlenerek 

tekrarlanmalıdır. 

  

4) Fasudil dozlarına bağlı olarak kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 gen ifadesi dü 

zeylerine bakıldığında kaspaz-3‟de ve Kaspaz-9‟da 0,2 M ve 2 M konsantras   

yonlarda 1,5 kat ve üzeri artıĢ tespit edilmiĢtir. 

 

5) PE Aktif Kaspaz-3 testinde kontrol grubunda Aktif Kaspaz-3 

gözlenmezken ilaç uygulaması yapılmıĢ olan hücrelerde Kaspaz-3 aktivitesi 

gözlemlenmiĢtir. 
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Fasudil‟in kaspaz-6, kaspaz-7, kaspaz-10 ve kaspaz-2 genleri üzerindeki 

etkisine de ek olarak bakılmalı, migrasyon için kemoatraktan bir ajan ile 48 saatin 

üzerindeki zaman aralıklarında test edilmeli veya por geniĢliği daha büyük olan bir 

plate ile migrasyon çalıĢılarak hücrelerin metastatik özelliğinin olup olmadığı netliğe 

kavuĢturulmalıdır. Ayrıca Kaspaz -3, -8, -9 gen aktivitelerine daha kısa zaman 

aralıkların da  (6. ve 12. Saatler) fasudilin farklı dozları da kullanılarak bakılmalı ve 

çalıĢma in-vivo aĢamada devam ettirilmelidir.   
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