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OZET

Sican Mezenterik Arterinde Rho-kinaz Enzim Ekspresyonu ve Damar Yatagi
Perfiizyon Basincimin Kontroliinde Rho/Rho-kinaz Yolaginin Katkasi

Rho-kinaz enziminin sigan mezenterik arterindeki ekspresyonu ve onun
inhibitérleri olan Y-27632 ve fasudilin, o adrenerjik reseptdr agonisti olan fenilefrin ile
ETa, ve ETp reseptor agonisti olan endotelin-1 (ET-1) ile arttirilmis perfiizyon basinct
tizerindeki etkileri arastiniidi. Servikal dislokasyonla 6ldiriilen siganlarin karinlar
siiratle agtldi, siiperior mezenterik arteri hizla kaniile edilip izole edildikten sonra
sicaklign 37 °C’de sabit tutulmus bir hazne igine yerlestirildi ve bir perfiizyon pompast
aracihigiyla sabit hizda (5-5.5 ml/dk) perfiize edildi. Damar yatagi perflizyon basinct
fenilefrinle veya ET-1 ile artirldi. ET-1, fenilefrine gore daha diisiik
konsantrasyonlarda vazokonstriksiyon olusturdu. Y-27632 ve fasudil, perfiizyon
basincinda konsantrasyon bagimli bir azaima meydana getirdi. Fenilefrinle arttirilan
perfiizyon basinci iizerinde bu inhibitdr ajanlar daha belirgin bir vazodilatasyon
olusturdular. Fenilefrinle kastiriimis mezenterik damar yatagi 10° M konsantrasyonda
Y-27632 ile % 85.8+3.7 oraninda gevserken, ET-1 ile perfiizyon basinct arttiriimug
damar vyataklarinda 10° M konsantrasyonda Y-27632 ile % 48.145.4 oraninda
vazodilatasyon meydana geldi (P<0.001). Vaskiiler endotelyumu uzaklastirmak igin
mezenterik damar yatagi saponin (100 mg/l, 10 dk boyunca) ile perfiize edildi ve
endotelyuma bagimli asetilkolin gevsemeleri onemli olgiide azaldi. Buna kargilik
endotelyumu uzaklastirilmig damarlarda Y-27632 ile olusturulan gevseme, endotelyum
varken elde edilen gevsemeden farkli degildi. Western blot deneyleri, yaklasik 160 kDa
agirliginda olan Rho-kinazin sigan mezenterik arterinde eksprese edildigini
géstermistir. Bu sonuglar sigan mezenterik arterinde Rho-kinaz enziminin eksprese
edildigini ve wvaskiiler direncin kontroliine katki sagladigini gosterir. Dahasi,
endotelyumun uzaklastirilmast Y-27632 ile olusan vazodilatasyon tizerinde belirgin bir
etki gostermemistir. Ayrica, ET-1 ile indiikienen vazokonstriksiyonun Rho-kinaz
inhibitorlerine olan duyarligi fenilefrine oranla daha azdi ve bu durum olasilikla
endotelin-1 reseptorleri (ETa ve ETp) ve o-adrenerjik reseptorlerin bu sinyal
transdiiksiyon yolagi ile farkli diizeylerde iliskili olabilecegini dnerebilir.



ABSTRACT

Expression of Rho-kinase and Its Contribution te the Control of Perfusion
Pressure in the Isolated Perfused Rat Mesenteric Vascular Bed

Rho-kinase expression was investigated in the rat mesenteric artery and effects
of its inhibitors, (+)-(R)-trans-4-(1-aminoethyl)-N-(4-pyridyl) cyclohexanecarboxamide
dihydrochloride monohydrate (Y-27632), fasudil (HA-1077) were examined on the
perfusion pressure which was elevated by two different receptor agonists, namely a-
agonist, phenylephrine and, ETA and ETy receptor agonist, endothelin-1. Y-27632 and
fasudil produced concentration dependent decrease in perfusion pressure. There was no
difference between concentration-response lines of these two inhibitors. Maximum
decrease in the perfusion pressure induced by 10° M Y-27632 was 85.8+3.7 % when
the tone was increased by phenylephrine. However it was 48.1+5.4 % (P<0.001)
following the perfusion pressure was elevated by endothelin-1. Saponin perfusion (100
mg/l, for 10 min), which abolished acetylcholine-induced relaxation, did not
significantly modify Y-27632-elicited relaxation. Western blot analysis revealed that
rat mesenteric artery expresses Rho-kinase protein with the molecular weight of
approximately 160 kDa.

These results show that Rho-kinase enzyme is expressed in rat mesenteric artery
and it contributes to the control of vascular resistance. Moreover, endothelium removal
had no marked effect on the vasodilatation induced by Y-27632. In addition,
endothelin-1 induced vasoconstriction was more resistant to the Rho-kinase inhibitors
than that by phenylephrine, probably since endothelin-1 receptors may be associated
with this signal transduction pathway with different level compared to a-adrenergic
receptors.



1. GiRiS

Artmis vaskiiler direng, esansiyel hipertansiyonun temel bulgulardan biri
olabilmektedir. Hipertansiyon patojenezine bir ¢ok yolagin katkida bulundugu
gosterilmis olmasina ragmen, vaskiiler direnci arttiran temel mekanizma hala tam olarak
bilinmemektedir. Vaskiiler diiz kasta kasilma artisi ve/veya gevseme azalmasi,
hipertansiyonda gériilen artmis vaskiiler direngten sorumlu olmaktadir. Damar ve damar
disi diiz kaslarin kasilmasint kontrol eden 2 temel mekanizma vardir. Bunlar: 1) Hiicre
i¢i kalsiyum diizeylerindeki artig, 2) Hiicre i¢i kalsiyum duyarhinda meydana gelen

artigtir.

Ca” duyarlastirici bir mekanizma olan Rho/Rho-kinaz sinyalizasyonu, vaskiiler
diiz kas tonusunun diizenlenmesinde onemli bir rol oynayabilir ve bu yolagin
inhibisyonu, hipertansiyonun tedavisinde yeni bir terapstik hedef olabilir (1). Ca®'
duyarlagmast, myozin hafif zinciri fosforilasyonun ve kontraktil giiciin intraseliiler
kalsiyum diizeylerindeki degisikliklerden bagimsiz olmasi olarak tamimlanir (2). Buna
gore, hiicre i¢i kalsiyum diizeyleri sabit oldugunda bile diiz kasin kasilma giicii artarak
devam edebilir. Heterotrimetrik G proteini ile kenetli reseptorlerin agonistler tarafindan
aktivasyonu sonucu sinyal, kiigiik bir G proteini olan RhoA’ya iletilir. Aktive olan
RhoA, alt efektorii olan Rho-kinazi (ROKa, ROKP) stimiile eder. Rho-kinaz ise,
myozin fosfataz1 fosforilleyerek onu inhibe eder ve diiz kasilmasimi kolaylastirir.
Dolayistyla bu enzimin inhibisyonu diiz kas gevsemesi ile sonuglanabilir (3). Y-27632
ve fasudil (4) gibi bazi Rho-kinaz inhibitorleri gelistirilmistir. Ayrica C-3 eksoenzimi de
RhoA proteinini spesifik olarak inhibe etmektedir. Bu farmakolojik ajanlar hiicrelerde
Rho/Rho-kinaz. yolagmin incelenmesine olanak saglamaktadirlar. Nisbeten yeni
kesfedilmis olan bu yolak, hiicre motilitesi, migrasyonu, fokal adezyon olusumu,
membranal olaylar, sitokinezis, diiz kas hiicre proliferasyonu ve norit kasilmas: gibi bir
¢ok biyolojik olaylarda rol alir (5, 6, 7, 8, 9). Dahast, bu yolagin antagonize edilmesinin,
vazodilatasyona (10, 11), spazmolitik etkiye (12, 13), penis ereksiyonuna (14, 15),

norotransmitter salimiminin  inhibisyonuna (16) ve vas deferensin myojenik ve



elektriksel aktivitesinin inhibisyonuna (17) ve daha bir ¢ok etkinin meydana gelmesine

neden oldugu bildirilmektedir.

Vaskiiler tonusun diizenlenmesinde, Rho/Rho-kinaz sinyalizasyonunun Onemi,
mineralokortikoid ile indiiklenmis hipertansif siganlardan (18) ve spontan hipertansif
siganlardan (19) elde edilen mezenterik arter halkalarinda simdilerde arastirimistir.
Ancak bu yolagin, ilaglarin antihipertansif etkilerinin daha iyi arastinidigi bir model
olan ve rezistans arteriollerden olugan mezenterik arter yatagin (20) perfiizyon
basincinin kontroliine olan katkist, heniiz arastirilmamistir. Ayrica mezenterik arterin

Rho-kinaz enzimini eksprese edip etmedigi de gosterilmemistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diiz kas kasiimasinda Rho/Rho-kinaz yolaginin rolii

Anormal vaskiiler diiz kas kasilmasi, hipertansiyonun ana nedeni olabilir. Diiz
kas kastlma mekanizmasimn iyi bir sekilde anlasilmasi bir ¢ok hastaligin tedavisinde
ilerleme kaydedilmesi agisindan katk: saglayabilir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar,
kiigik GTPaz olan Rho ve onun efektorii olan, Rho ile iligkili kinaz (Rho-kinaz)’in
kalsiyumdan bagimsiz diiz kas kasilmasinda Onemli rollere sahip oldugunu
gostermistir. Rho/Rho-kinaz yolagi, myozin II'nin myozin hafif zincirinin (MIHZ)
fosforilasyon diizeylerini modiile eder ki, bunu myozin fosfatazin inhibisyonu
iizerinden gerceklestirir ve bu fenomene agonistle indiikienen Ca®" duyarlasmasi adi
verilir. Rho/Rho-kinaz mekanizmasinin rolii, kas olmayan bir ¢ok yapilarin hiicresel
g, stres liflerinin olusumu gibi hiicresel fonksiyonlarinda da yer alir (3). Hem ¢izgili
kas hem de diiz kasta sitoplazmik serbest kalsiyum diizeyindeki artis, kasilma igin
major bir tetikleyicidir (21). Ancak, ¢izgili kastakinin aksine, diiz kasin agonist
stimtilasyonu ile kasilmasi, bityiik Slgiide membran potansiyelinden bagimsiz olarak

gerceklesir (Sekil-1).

S-Hidroksitriptamin (S-HT, serotonin) ve fenilefrin gibi agonistler, fosfatidil
inozitol kaskadim aktive ederek sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum saliverilmesini
artinrlar. Intraseliiler kalsiyum diizeyindeki artis sonucunda kalmodulin aktive edilir.
Kaisiyum kalmodulin kompleksi, myozin hafif zincir kinaz enzimini (MHZK) aktive
ederek myozin-II"nin MHZ ni fosforile eder (22). MHZ fosforilasyon derecesinin diiz
kas kasiimasinda hayati bir éneme sahip oldugu anlagilmistir. MHZ fosforilasyonunun
diiz kas kasiimasim artirir, oysa MHZ nin defosforile edilmesi, diiz kasta gevseme ile
sonuglanir (Sekil-1). Bununla birlikte kalsiyum indikatorleriyle hiicre igi kalsiyum
diizeyinin 06lclildligi deneylerde kalsiyam konsantrasyonu ile MHZ fosforilasyon
derecesi ve kasilma giiciiniin her zaman paralellik gdstermedigi tespit edilmistir. MHZ
fosforilasyonunun veya agonist uyarisiyla indiiklenen kasiima giictiniin derecesi,

depolarizasyon ile indiiklenen kalsiyum konsantrasyonundaki artigm olusturdugu



kasilma derecesinden daha yiiksektir ki, buna kalsiyum duyarlasmasi denir. Bdylece
Ca? konsantrasyonundan bagimsiz olarak g¢alisan ve MHZ fosforilasyonu ve bunu
takiben olusan kasilma derecesini diizenleyen baska bir takim yolaklarin var olabilecegi
hipotezlenmistir. Hakikaten, daha sonra yapilan galismalar, agonistle indiiklenen Ca”
duyarlagmasi igin bir GTP baglayict proteine ihtiyag oldugunu gostermistir (23). Daha
da onemlisi, GTP baglayict bir protein tarafindan MHZ fosforilasyonundaki artigin,
MHZK aktivasyonundan ziyade myozin fosfatazin (MF) inhibisyonuna bagh
olabilecegi anlasilmustir (2, 24).

Monomerik GTP’azlarin Ras iist ailesinin Rho alt ailesi tiyesi olan kiigiik GTPaz
Rho, agonist stimiilasyonuyla indiiklenen Car duyarlagmasindan sorumludur ve
myozin fosfataz aktivitesini inhibe ederek fonksiyon gdsterir. Rho/Rho-kinaz yolagi,
stres fibrillerinin olusumu, trombosit agregasyonu, lenfosit ve fibroblast adezyonu,
sitokinez ve hiicre gogii, diiz kas kastlmasi, aktin hiicre iskeleti reorganizasyonu, hiicre
sekil degisikligi, proliferasyon ve hipertrofi gibi degisik hiicresel fonksiyonlarin

diizenlenmesinde énemli roller oynayabilir (3).

Yakin zamana kadar, Rho’nun diizenledigi diiz kas kasilmasmnin molekiiler
mekanizmast bilinmiyordu. Buna ragmen, Rho’nun alt efektdrii olan ve sinyalizasyon
yolaginda yer alan Rho ile ilikili kinazin yani Rho-kinazn, diiz kas kasilmasimn Ca®"
duyariagmasinda hayati bir rolii oldugu gdsteriimistir. Rho-kinazin spesifik
inhibitérlerinin kullanilmasiyla yapilan daha ileri c¢alismalarda, hipertansivon ve
koroner arter spazmu gibi hastaliklar sirasmmda Rho-kinaz ile olusturulan Ca®*
duyarlagmast gergekiesebilmektedir ki, bu da Rho-kinaz’in bu tip hastaliklar igin
terapotik hedef olabilecegini gostermektedir (25, 26).

2.1.1. Rho-kinaz aktivitesinin diizenlenmesi
Memelilerde GTPazlarin Rho ailesinden olan yaklasik 10 {iyesi bulunur. Rho

(A, B, C, D, E ve G izoformlar), Rac (1 ve 2 izoformlari), Cdc42 ve TC10. Rho, Racl
ve Cdc42 ozellikleri en gok karakterize edilmis olanlardir. RhoA, RhoB ve RhoC



(bundan béyle bu tiirlerin tamamu, genel olarak Rho seklinde tanimlanacaktirlar) aym
aminoasid dizilimine sahiptirler ve bu GTPaz’larin benzer hiicresel fonksiyonlar
oldugu anlasiimaktadir. Diger GTP baglayici proteinler gibi Rho da, hem GDP/GTP
baglayici aktivite ve hem de GTPaz aktivitesi olusturabilir. Molekiiler bir mekik gibi
GDP bagl inaktif durum ile GTP bagh aktif durum arasinda stirekli gider gelir. Rho
aktivitesi bu siklusta diizenlenir. Istirahat halindeki hiicrelerde Rho-GDP disosiyasyon
inhibitérit (Rho GDI), GDP-Rho’ya baglamr ve GDP-Rho’yu membrandan sitozole
gecmesini saglar. Hiicreler bazi agonistlerle stimiile edildiginde, GDP Rho GTP-
Rho’ya doniistir bu da GTP-GDP degisim reaksiyonunu stimiile eden guanin nukleotid

degisim faktdriiniin (GEFler) aktivasyonu araciligiyla gergeklesir (27)

GTP-Rho, daha sonra geranil geranillenmis C terminal kuyrugunu araciligi ile
hiicre membranina yénlendirilir ve 6zgiil (spesifik) hedefleriyle etkilesir. GTPaz aktive
edici proteinler (GAPSs) negatif regiilatorler olarak Rho’nun intrinsik GTPaz aktivitesini
azaltarak Rho’yu inaktif hali olan Rho-GDP’ye doniistiiriirler. Rho, heterotrimetrik G
proteinleri ile kenetli reseptérieri olan agonistiere yamt olarak bir takim fonksiyonlar
goriir. Ggiz2 ve Gqi3, stres fibrillerinin olusumu gibi Rho ile olusturulan bir ¢ok etkide
yer alir. Lizofosfatidik asid, trombin, tromboksan A, gibi agonistler, kas olmayan
hiicrelerde Gg12 ve Gai3 proteinleri {izerinden Rho’ya bagimli bir tarzda hiicre iskelet
sisteminde degisikliklere neden olurlar (28). Gqi3’ten Rho’nun aktive edilmesine
uzanan sinyalizasyon yolagt daha 6nceden agikliga kavusturulmustur. Agonist uyariy:
takiben aktive edilmis Gy, Rho icin spesifik GEF’lerden olan pl15RhoGEF’e
baglanarak onu aktive eder ve Rho iizerindeki niikleotid degisimini katalize eder (29,
30)

2.1.2. Rho-kinaz

Rho’nun stres fibrillerinin diizenlenmesinde, fokal adezyon olusumunda, hiicre
morfolojisinde, hiicre agregasyonunda, sitokineziste, membranal olaylarda, norit
retraksiyonunda, mikrovillus olusumunda ve diiz kas kasiimasinda rolii vardir. Rho-

kinaz, protein kinaz N (PKN), myozin fosfatazin myozin baglayict alt {initesi (MBA),



thofilin, rhotekin, sitron, p140 mDia ve sitron kinaz dahil oimak tizere Rho efektorleri
olarak bilinen ¢ok sayida protein tanimlanmugtir. Diiz kas kasiimasinda Rho-kinaz ve
MBA, Rho’nun alt uyaran: olarak yer alir (31, 32). Serin/treonin kinaz olan Rho-kinaz,
afinite kolon kromatografisi yoluyla sigir beyninden elde edilen GTP-Rho baglayici
protein olarak tanimlamr. Rho-kinaz enziminin 2 izoformu bulunmaktadir. Bunlar,
ROKo (ROCK-2 olarak da tammlanir) ve ROKB (ROCK-1 olarak da bilinir) (33,
34)ydir

Rho-kinaz N-terminal kisminda kinaz bélgesini, orta kisminda kivrilmig sarmal
bolgesini ve C terminal kisminda kuramsal plekstrin homoloji bélgesi bulunur. Rho-
kinaz, myotonik distrofi kinazin kinaz bolgesi ile % 72 aminoasid ardigimi agisindan
homoloji gosterir. Rho-kinazin Rho baglayici bolgesi kivrilmis sarmal bélgenin C-
terminal kisminda lokalize olmustur ve Rho-kinaz aktivitesi GTP-Rho baglanmasi ile
artirtlmistir. C terminal kisminin yoklugunda plekstrin homoloji ve sarmal yapilar,
Rho-kinazi yapisal olarak aktive eder. Rho-kinazin C-terminal kisminin nokta
mutasyonlari takiben Rho baglanma aktivitesini kaybetmis Rho baglayici (RB) bolgesi
ve plekstrin homoloji (PH) bolgesi, Rho-kinazi spesifik olarak inhibe eden dominant
negatif form gibi galigirlar. Rho-kinaz’in bu negatif dominant fragmanlarina ek olarak,
Y-27632 ve fasudil gibi baz1 bilesikler gelistirilmistir. Bu ajanlar, ATP ile yarigmali bir
sekilde Rho-kinazin kinaz aktivitesini spesifik olarak inhibe ederler. Bu inhibitorler,
Rho-kinazin hiicresel fonksiyonlarini degerlendirmek agisindan gok yararh olabilirler
(35, 36,37, 38).

ilk Rho geni 1985°te Aplysia dan bir ras homologu olarak klonlanmistir (39).
Hemen ardindan ii¢ insan homologu olan RhoA, RhoB ve RhoC kesfedildi. Racl,
Rac2, Cdc42 ve digerleri, monomerik GTPazlarin Ras iist-sinifinin Rho alt-ailesini
olustururlar (40). Bu proteinler inaktif GDP ve aktif GTP siklusunun molekiiler
anahtarlaridir. Aktive olabilmek igin Rho, geranil-geranillenmis C terminali ile
membrana tutunmalidir. Guanin niikieotid degisiminden sonra Rho, Rho-kinaz, protein
kinaz N, Rhofillin, Rhotekin, sitron, pl40mdia ve fosfolipaz D gibi efektorlerle
etkilesmeye girer (41). Ozellikleri en gok tammlanmis Rho efektorlerinden olan Rho-

kinaz’in iki izoformu vardir: ROKa (ROCK-2) ve ROKf (ROCK-1). Rho-kinazlar,



serin/treonin protein kinaziardir ve bir amino-terminal katalitik kinaz bdlimii, Rho-
GTP’nin baglandii sarmallanmug orta béliimii ve sisteinden zengin bir bélgeyle ayrilan
C terminalindeki plekstrin homoloji bolgesinden olusur (34, 42). Rho kinazlar sadece
Rho ile degil aynt zamanda diiz kaslardan salinan arasidonik asit ile de aktive edilebilir
(43). Rho-kinaz1 bloke etmek igin Y-27632 ve bir izokinolin siiifonil tiirevi olan HA-
1077 (daha sonra fasudil olarak tanimlanmustir) gibi bazi maddeler gelistirilmistir (44,
45).

Rho-kinazin en énemli substratlarindan birisi de myozin hafif zincir fosfatazidir
(MHZF) ki, bu da myozin baglayan bolgesinden Rho-kinaz tarafindan fosforile edilerek
inaktive edilir (46). Diiz kas myozin fosfatazi (MF); 11-130 kDa myozin baglayici ait
iinite, 37 kDa’lik katalitik alt {inite ve 20 kDa’lik gérevi bilinmeyen bir ait tinite igeren
tip I serin/treonin fosfatazidir. MF, myozin baglayan bolgesinden fosforile olmus
MHZ’yi baglar ve onu defosforile eder. MF, sadece Rho-kinazla degil fakat diger ZIP-
benzeri kinazlarla da inaktive edilir (47). Myozin fosfatazin inaktive etmenin indirekt
bir yolu da, protein kinaz C ile aktive olmus fosfataz inhibitorii, CPI-17 dir (48, 49, 50,
51). Yakin ge¢miste gosterilmistir ki, Rho da efektorti olan protein kinaz N ile CPI-
17’nin fosforilasyonuna neden olabilir (52). Ek olarak, Rho-kinazin MHZ’yi direkt
olarak fosforile ettigi gosterilmistir (53), ancak bu etkinin fizyolojik igerigi ¢ok agik
degildir. Rho-kinaz igin diger bir hedef ise, LIM kinazdir ki, bu da fosforillendigi
zaman kofilini fosforilleyip onu inaktive edebilir (54). Kofilin aktin
depolimerizasyonuna neden oldugu i¢in RhoA’nin bu yoldaki net etkisi, aktin filamam
stabilizasyonudur (55). Rho-kinazin diger hiicresel hedefleri, Na'/H' degis-tokus

proteini, addusin ve ezrin/radiksin/moesin ailesi proteinleridir (41).

Rho’nun aktivitesi her yerde bulunan {i¢ grup protein tarafindan ayarlanir.
Birincisi GTPaz aktive edeci proteinler (GAPs). Bu proteinier Rho’nun intrinsik GTPaz
aktivitesini arttirarak aktif GTP bagli Rho’nun inaktivasyonunu giiglendirirler. ikincisi
GTPaz disosiyasyon inhibitérleri (GDI). Bunlar bazi Rho ailesi GTPaz’larin membrana
baglanmasini inhibe ederler, nukleotid disosiyasyonunu onlerler ve dolayisiyla Rho
aktivasyonunu onlerler. Uglinclisii Rho’ya spesifik guanin niikieotid degis tokus

faktorleri (RhoGEF) (56). Bu faktérler GDP disosiyasyonunu ve miiteakiben GTP



baglanmasini kolaylastirarak Rho aktivasyonunu arttirirlar. $u an igin Rho GEI
proteinleri Rho aktivitesinin baslica diizenleyicileridirler. GEF aktivitesi, protein
kinazlar, fosfatidilinozitol kinazlar gibi sinyal ileti molekiilleri ile diizenlenebiidigi gibi
sadece dimerizasyonla da diizenlenebilir (57, 58). Rho aktivitesi, ¢ok gesitli G proteini
ile kenetli reseptorler tarafindan da ayarlanmaktadir. Cok iyi bilinmektedir ki Gy, tiirit
G proteini ailesinin {iyeleri olan ve hemen hemen her yerde cksprese edilen proteinler
(G2 ve Gi3), G proteiniyle iligkili reseptérler ile kenetlidirler ve Rho’yu aktive ederler
(59, 60). Su an icin bu Rho-GEF protein grubunun ii¢ Gyesinin oldugu kabul
edilmektedir.

e pli5RhoGEF/Isc,

e PDZRhoGEF ve

e LARG.

pl15RhoGEI/1sc esasen hematopietik hiicrelerde bulunurken digerleri daha bir
¢ok yerde eksprese oldugu goriinmektedir (61, 62, 63, 64). Gésterilmistir ki, aktive
olmus Ggi3'it pl 15SRhoGEF/Isc ye baglanmasi, onun GEF aktivitesini artirmaktadir
buna kargilik p1 15RhoGEF/1sc, aynt anda onlarin GTPaz aktivitesini artirarak G2 ve
Gei3'ti inaktive edebilir (29, 30). Rho nun Gq ve G; ailelerinden bazi G proteinleri ile de
aktive olabildigi konusunda bazi kanitlar da bulunmaktadir ancak, bunlara ait sinyal

ileti yollari tam olarak anlasilamamustir (65, 66).

2.1.3. Siklik niikleotidler aracihigiyla Rho/Rho-kinaz sinyalizasyonunun inhibitor

modiilasyonu

Siklik niikleotidler, diiz kas gevsemesi igin gerekli olan hiicre i¢i mesajcilardir
ve bir gogunun aktivitesi siklik niikleotidlerie ayarlanan kinazlarla saglanir. Bu kinazlar
igin bir ¢ok substrat tanimlanmis olsa da, cGMP/cAMP bagimli kinazlarla ilgili
etkilerdeki dnemleri heniiz ¢ok agik degildir. MHZ fosforilasyonunu kontrol eden hem
Ca*" aracili hem de Rho/Rho-kinaz aracili yolaklar, cAMP ile inhibe edilmektedir.
c¢AMP bagimii protein kinaz A, MHZK’y1 fosforiller ve bdylece aktivasyonu igin
gerekli olan Ca®*/CaM miktarit artirir (67). Fakat bu etkinin in vivo ortamlarda da

gegerli olup olmadigi acik degildir (68, 69).



¢GMP bagimli kinaz I, sitozolik Ca?** diizeylerinde bir diisiise neden olur ki, bu
da azalmis inozitol 1,4,5 trifosfat sentezi, inositol 1,4,5 trifosfat-duyarli depolardan
kalsiyum salimiminin inhibisyonu veya Ca®" ve K" kanallarinin fosforilasyonundan
kaynaklamir (70). ¢cGMP bagimli kinaz 1 in Rho’yu fosforilledigi ve boylece inhibe
ettigi de gosterilmistir (71, 72). Ayrica myozin fosfatazin myozin baglayan alt tinitesini
de fosforiller ki, bu da enzim aktivasyonuna neden olur. Boylece sikiik niikleotidierin
Rho/Rho-kinaz aracili sinyal iletiminin inhibisyonu iizerinden hiicre fonksiyonlarini

etkiledigi konusunda deliller her gegen giin artmaktadir.

2.1.4. Myozin Fosfatazin Myozin Baglayici At Unitesi

Myozin II’'nin MHZ defosforilasyonundan fizyolojik olarak sorumlu olan

myozin fosfataz enzimi 3 alt {initeye ayrilir.

e 37-kDatip 1 fosfataz katalitik altiinite
o 130-kDa’lik MBA (myozin fosfataz hedef altiinite, MFHA)
o Heniiz fonksiyonu tam olarak bilinmeyen bir 20 kDa’lik alt {inite (73).

Myozin fosfataz, MBA yoluyla fosforillenmis MHZ’ye baglamr ve MHZ’yi
fosforiller. MBA’nin C-terminal bolgesi, GTP bagli Rho ile etkilesir. GTP-Rho’nun
MBA ile etkilesiminin myozin fosfataz aktivitesinde herhangi bir etkiye neden
olmadigi saptanmustir. MBA, Rho-kinaz’in bir siibstrati olarak da tamimlanmistir.
Aktive oimus Rho-kinaz, MBA’y1 fosforilleyerek myozin fosfataz aktivitesini inhibe
eder. Rho-kinaz ve MBA’nin, MHZ fosforilasyon diizeylerini birlikte diizenledigi ve bu
diizenleyici mekanizmanin, ozellikle diiz kas kasilmasi gibi bir takim hiicresel

fonksiyonlarda énemli roller oynarlar. (34, 46)

2.1.5. Diiz kastaki Rho/Rho-kinaz yolag:



2.1.5.1. Rho ve Ca*™* duyariasmasi

Rho’nun diiz kasta agonistle indiiklenen Ca®" duyarlasmasindaki rolii ortaya
konmustur. Dolayisiyla, agonistlerin ve GTPsS (hidroliz edilemeyen GTP anaiogu)’in
ca?* duyarlastirici etkisi, Clostridium botulinum C3 ve Stafilokokal toksin EDIN
(epidermal farklilagsma inhibitorii) gibi Rho i¢in spesifik inhibitor toksinlerle tamamen
blokianir. GTPsS-Rho ya da Rho’nun yapisal olarak aktif formunun permeabilize diiz
kas hiicrelerine verilmesi, ca* duyarlagmasimi inditkier (74, 75). Dahasi, sabit Cat
konsantrasyonlarinda aktif Rho ile olusturulan MHZ fosforilasyon oramindaki artig,
fosforilasyon oranindaki artistan degil de, defosforilasyon oranindaki azalmadan
kaynaklandigi digtiniilmektedir. Bdylece Rho’nun myozin fosfataz aktivitesi

aracilipiyla Ca?* duyarlasmasimin diizenlendigi varsayiimaktadir (76).
gty

2.1.5.2. Rho/Rho-kinaz yolagi ile diiz kas kasilmasinin diizenlenmesi

Rho, diiz kastaki Ca®" duyarlasmasi esnasinda myozin fosfataz aktivitesinin
inhibisyonuna nasil aracilik eder? Rho efektdrlerinin fonksiyonel analizleri ve
tanimianmalari, myozin fosfataz aktivitesinin diizenlenmesine katk: sagiayan Rho
sinyalizasyon yolagina i1k tutar (Sekil-1). Agonistler heterotrimetrik G proteinleriyle
kenetli reseptdriin aktivasyonu iizerinden Rho’yu aktive eder ve aktive olan Rho, Rho-
kinaz ile etkilesir. Aktif olan Rho-kinaz daha sonra MBA’y1 fosforile eder ve myozin
fosfataz aktivitesini inhibe eder (46). Ayni anda Rho-kinaz MHZ’t direkt olarak
fosforiller ki, bu normalde MHZK enzimi tarafindan gereklestirilir (53). Yapisal olarak
aktif Rho-kinazin ileri derecede permeabilize edilmis diiz kas hiicrelerine verilmesi,
MHZK inhibitérii wortmanninden etkilenmeyen MHZ f{osforilasyonu {izerinden
kasiimaya neden olmustur (77). Boylece, Rho-kinaz MHZ fosforilasyonu ve
kasilmasimi iki prosese bagli olarak diizenleyebilmektedir (myozin fosfatazin
inaktivasyonu ve direkt MHZ fosforilasyonu). Bununla birlikte son zamaniarda yapilan
¢aligmalar, Rho-kinaz tarafindan MHZ’nin direkt fosforilasyonunundan ziyade Rho-

kinazla olusturulan myozin fosfataz inaktivasyonunun diiz kasta olusan ca*
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duyarlagmasindan sorumlu olabilecegini gdstermistir (78). Bu iki prosesin fizyolojik
katkisinin tam olarak agiklanmasi terapdtik agidan dnemli kullanim alani saglayabilir.
Y-27632 ve fasudil gibi spesifik Rho-kinaz inhibitérlerinin varliginda intakt diiz kasta
Rho-kinazin fizyolojik rollerinin degerlendirilmesine olanak saglamistir. Y-27632 bir
piridin tiirevidir ve esasen diiz kas gevseticisi olarak gelistirilmistir. Bu bilesik selektif
olarak Ca*" duyarlasma mekanizmasini tamamen inhibe ederek agonistle inditklenen
vaskiiler ve bronsiyal diiz kas kasilmasini inhibe eder (4). Bu sonuglar Rho-kinazin
agikea, diiz kas hiicrelerinde agonistle indiiklenen Ca® duyarlagmasinda yer alan major
bir efektor oldugunu gosterir (Sekil-1). Daha dnceden agiklandigi gibi, diiz kastaki ca®
duyarlagsmasinin énemini vurgulayan majér mekanizma MBA’nin fosforilasyonu ve
sonu¢ olarak Rho-kinaz tarafindan myozin fosfatazin aktivitesinin inhibisyonudur.
MBA’de Ser849/854 fosforilasyon bolgesine 6zgii  spesifik  bir antikorun
kullaniimastyla hiicrelerde Rho/Rho-kinaz aktivasyonu ve myozin fosfatazin olasi

inhibisyonu direkt olarak degerlendirilmistir (79).

GTP baglayict proteinlere ek olarak, arasidonik asid ve protein kinaz C
(PKC)’nin de, fizyolojik rollerinin in vivo sartlarda belirtiimemesine ragmen, diiz kas
kasiimasindaki Ca®" duyarlagmasinda mediyator olarak rol alabilir (2, 23). Bu bilesikler
myozin fosfataz aktivitesinin inhibisyonu tizerinden Ca®" duyarlasmasina aracilik eder.
Son zamanlarda, aragidonik asidin in vitro sartlarda Rho kinazi Rho’dan bagimsiz ve
direkt bir sekilde aktive ettigi gosterilmistir (80). Arasidonik asidin C terminal
diizenleyici kisma baglandift goriinmektedir. C terminal diizenleyici kisim ve katalitik
kistm arasindaki intramolekiil-intermolekiil etkilesimi tizerinden Rho-kinazin
otoinhibisyonuna neden olur (37). Permeabilize diiz kasta arasidonik asid ile
inditklenen Ca* duyarlasmasi, Y-27632 tarafindan spesifik olarak inhibe edilmistir.
(81, 82). Bu sonuglar, agonistlerin Rho-kinazi inhibe etmek igin en az iki sinyalizasyon
yolagini kuliandigint ve Ca®* duyarlasmasim indiikledigini gosterebilir. PKC, myozin
fosfatazin fosforilasyon bagimli bir inhibit6rii olan CPI-17"yi fosforilleyerek aktive

eder, boylelikle myozin fosfataz inhibe edilir ve Ca®" duyarlasmas: gerceklesir (52, 83).

MBA, MHZ ve CPI-17°ye ek olarak bazi kuramsal Rho-kinaz substratlari

aydmlatilmigtir (32, 84). Son zamanlarda, kalponinin de Rho-kinazin kuramsal substrati
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olabilecegi gosterilmistir. Kalponin, esasen diiz kasta aktin filamenti iligkili bir protein
olarak bulunmustur. Kalponinin aktin filamentlerine baglanmasi, aktinle aktive edilen
myozin ATPaz aktivitesi {izerinde bir inhibitér etki olusturur. Bu inhibisyon PKC ve
kalmodulin  bagimli protein kinaz-Il gibi kinazlar tarafindan kalponinin
fosforillemesiyle geri gevrilir. Ayrica Rho-kinaz, kalponini fosforilleyerek onun aktin
filamentlerine baglanma aktivitesini azaltir (85). Rho/Rho-kinaz yolaginin, MHZ
fosforilasyonuna paralel olarak kalponinin fosforilasyonu tizerinden de diz kas
kasilmasina katki saglayabilecegini ileri stirmek oldukca ilging bir spekiilasyon gibi

goriinmektedir.

2.1.5.3. Diiz kas hiicresinde Rho/Rho-kinaz yolaginin reseptér aracihi

diizenlenmesi

Son gézlemlere gore fenilefrin, asetilkolin, bir tromboksan analogu olan
U44619, endotelin, histamin ve tromboksan A, gibi agonistlerin indiikledigi bir ¢ok
kasiimalar sadece MHZK nin Ca®" bagimhi aktivasyonu ile degil, Ca*" dan bagimsiz
Rho/Rho-kinaz yolagi ile diiz kas kasilmasina aracilik eder (23, 25). Bu agonistlerin
reseptorleri  heterotrimetrik G proteinlerinin Gy familyasina kenetlidirier. Bu
reseptorierin - uyarilmast  sonucunda fosfotidilinozitol kaskadi aktive edilir ve
miiteakiben hiicre i¢i kalsiyum diizeyleri yiikselir. Ca®', kalmodulin aktivasyonu
iizerinden MHZK yi stimiile eder ve boylece kasilma prosesi tetiklenmis olur. Yukarida
belirtildigi gibi, bazi kas olmayan hiicrelerde de Rho aktivasyonunun bir ¢ok
heterotrimetrik G proteinleri  (6megin  Giz3) ile baglantili  olabilecegi iddia
edilmektedir (28). Son zamanlarda yapilan bir ¢aligma, vazokonstriktér agonistlerden
anjiotensin 1II, endotelin ve vazopressin reseptorlerinin Gy kadar Gy, 15 ile de kenetli
olabilecegini gostermistir (86). Gia, 13, Rho/Rho-kinaza bagimli bir sekilde diiz kas
kasilmasini tetikler. Diiz kasta hangi GEF’lerin Gy, 13"l ve dolayisiyla Rho’yu aktive
ettigi belirsiz kalmistir. Halihazirda belirtildigi gibi agonist-G protein kompleksi
aracilifi ile aktive edilmis Rho’nun olasilikla geranil-geranillenmis kuyrugu iizerinden
plazma membranlarina baglandigi diistiniilmektedir. Diger taraftan Rho’nun tetikiedigi

olaylar sonucunda inhibe edilen myozin fosfataz myozin filamentlerine baglanir ve



dolayisiyla Rho-kinaz hiicre membram ile kontraktil aparatus arasinda bir ulak vazifesi
gorebilir (38, 87, 88).

2.1.5.4. Kas olmayan hiicrelerin fonksiyonlarindaki Rho/Rho-kinaz yolag:

Kas olmayan hiicrelerdeki myozin II’nin aktivitesi de, MHZ nin fosforilasyonu
ve defosforilasyonu ile diizenlenmektedir. Rho/Rho-kinaz yolagi, MHZ fosforilasyonu
iizerinden trombositlerin agregasyonu, nérit retraksiyonu, endotel hiicrelerin
kastlmasini, tiimor hiicrelerinin goctinii, hepatosit biiytime faktorii ya da forbol esteri ile
indiiklenen hiicre motilitesini ve fokal adezyonlarin ve stres fibrillerinin olusumunda
hayati bir rol oynayabilir. MBA’nin Rho-kinaz tarafindan fosforilasyonu, bir ¢ok
durumda gecerlidir. MBA ve MHZ’nin disinda, Rho-kinaz diger bir ¢ok proteinleri de
fosforilleyebilir (38, 46, 89, 90, 91). Omegin;

o [-ERM (ezrin, radixin, moesin) familyasindaki proteinlerin fosforilasyonu
{izerinden mikrovilus olusumu,

e 2-Addusin tizerinden membranal olaylar ve hiicre gogii

o 3-Glial fibriler asidik protein tizerinden sitokinezis

e 4-Kollapsin yanit mediyatorii (CRMP) iizerinden lizofosfatidik asid (LPA)
vasitasiyla noronal biiyiime konisi kollapsim diizenler (92)

e Rho-kinaz, Na'-H' degis-tokus proteinini fosforile ederek aktive eder (93).

Kofilini fosforilieyen ve bdylece onun aktin filamentlerini depolimerize etme
yetenegini inhibe eden LIM-kinaz Rho-kinaz tarafindan fosforillenerek aktive
edilir.Rho-kinaz aym zamanda hiicre iskeleti aktininin yeniden diizenlenmesini

saglayabilir.

2.2. Rho-Rho-kinaz Yolagimin Cesitli Hastaliktaki Patolojik Rolleri



Y-27632 gibi spesifik Rho-kinaz inhibitdrleri kullanarak Rho-kinazin fizyolojik
ve patolojik rolleri degerlendiriimistir. Y-27632 karsilastirilabilir dozlarda normal kan
basincinda herhangi bir etkisi olmadigi halde, hipertansif siganlarda doza bagimii bir
sekilde yitksek kan basincim azaltmaktadir (25). Bu bulgu, Rho/Rho-kinaz ile
olusturulan diiz kas kasilmasindaki Ca®* duyarlagmasmin, hipertansiyona neden
olabilecegini gosterir. Bu tarz inhibitorler, hipertansiyon tedavisinde ilerleme
saglanmast agisindan faydali goziikmektedirler. Rho-kinaz yolaginin fizyolojik rolii
domuz koroner arterinin spastik bir modelinde detayli olarak arastirilmistir. Bu
modelde, arterin adventisya tabakasi bir inflamatuvar sitokin olan interleukin-1f ile
lokal olarak muamele edilerek adventisiyal inflamatuvar lezyonu ve sonucunda
aterosklerotik yapilanma indiiklenmistir. Histamin, serotonin ve trombosit aktive edici
faktorii IL-1P ile tedavi edilen kisimda koroner hiperkonstriksiyona neden olmustur.
Serotonin ile indiikienen kasilmada, MHZ fosforilasyonu artmis olup MHZ
fosforilasyonu ile vazokonstriksiyon arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur (94).
Fasudilin bir metaboliti olan hidroksifasudilin, Rho-kinaz {izerinde spesifik bir inhibitor
etkisi vardir. Hidroksifasudil serotonin ile indiikienen koroner hiperkontraksiyonu doza
bagimli bir sekilde inhibe etti. Bu spazmin inhibisyonu serotonin ile indiikienen MHZ
fosforilasyonun inhibisyonu esliginde gergeklesir (95). Bu sonuglar, Rho/Rho-kinaz
yolagiyla artmis MHZ fosforilasyonunun koroner arter spazminda hayati bir dneme
sahip oldugunu gosterir. Dahasi, Rho-kinaz tarafindan MBA’min  Ser849/854
fosforilasyonuna spesifik bir antikorun kullanilmasi, MBA’nin fosforilasyonunun
spastik bolgede kontrol bolgesine oranla daha buyiik oldugunu gosterdi. Ek olarak
fosforilasyon derecesi kasiima giicii ile anlamli bir sekilde koreledir. MBA’nin artmis
fosforilasyonu, Y-27632 ile inhibe edilmistir. Iiging olarak spastik bolgede ROKP
mRNA ekspresyonu anlamli bir sekilde artmustir (26). Rho-kinazin spastik bolgede
upregiile oldugu ve MBA fosforilasyonu iizerinden myozin fosfataz aktivitesinin
inhibisyonuyla hiperkonstriksiyona neden oldugu 6ne siiriilmiistiir. Kopek serebral
vazospazmi (deneysel subaroknoid hemorajiyi takiben) modelinde hiperkontraksiyon
ve artmig MHZ fosforilasyonu, Y-27632 tarafindan inhibe ecdilmistir (96). Bu
bulgularin  hasta insanlara uyarlanabildiginde, Rho-kinaz anormal diiz kas
kasilmasindan kaynaklanan bir ¢ok hastalik i¢in terapotik hedef olabilir. Rho/Rho-kinaz

yolagi, ateroskleroz, vazospazm ve hipertansiyonun temel nedeni olabilir.



Aterosklerozun patojenezi, kronik proliferasyon, migrasyon, diiz kas hiicreleri, endotel
hiicreleri ve makrofajlarin gogiiyle neointimal formasyon ve patolojik vaskiiler
olusumlar gibi histolojik degisiklikleri i¢erir. Rho Rho-kinaz yolaginin aterosklerotik
lezyonlorin olusumunda rolii vardir. Rho-kinazin, spesifik inhibitorlerle inhibisyonu,
anjiyoplastiyi takiben neointimal formasyonu inhibe ettigi gozienmistir. Rho-kinaz,
makrofajlarin ve vaskiller diiz kas hiicrelerinin adventisya tabakasindan media
tabakasina ya da arterlerin intima tabakasina géc¢ti ve migrasyonunun diizenlenmesinde

yani neointimal formasyonda rol alir (97, 98, 99).

Rho-Rho-kinaz yolagi, stres fibrillerinin olusumu, fokal adezyonlari,
sitokineziste, hiicre motilitesinde ve hiicre gbgti gibi bir ¢ok hiicre fonksiyonlarinda da
dnemii rol oynar. Rho-kinaz sadece diiz kas kasilmasi tizerinden degil, cesitli kas
olmayan hiicrelerin (non-muscie) fonksiyonlarinin diizenlenmesiyie de aterosklerozisin
patogenezinde yer alabilir. Bu gozlemler birlikte degerlendirildiginde, Rho-kinaz
aktivitesinin diizenlenmesinin hipertansiyon ve spazma ek olarak, aterosklerozis
tedavisinde de yeni bir yaklasim saglayabilir. Kigiik bir GTPaz olan Rho, hiicre
adezyonu, hiicre hareketliligi ve goe¢ii, biiylime kontrolti, hiicre kasilmasi ve sitokinez
gibi bir ¢ok hiicre faaliyetinde rol almaktadir. Baslica efektorierden birisi olan Rho-
kinaz, myozin II’nin regiilatér zincirinin defosforilasyonunu (myozin fosfataz
inhibisyonu iizerinden) inhibe ederek diiz kas yapisinda olan ve olmayan hiicrelerdeki
aktomyozin képriilerinin gii¢ ve veriminin ayarlanmasinda dnemli rol oynamaktadir.
Rho/Rho-kinaz sinyalizasyonundaki anormal aktivasyonun, hipertansiyon ve bronsiyal
astim gibi hastaliklarda 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (100) (Tablo-1). Kas hiicresi
kontraktilitesi ve kas olmayan hticrenin hiicre iskeletindeki kasiimanin ana komponenti,
myozin II dir. Myozin hafif zincirin 19. serin aminoasidi fosforilasyon, myozinin
intrinsik ATPaz aktivitesini artirarak aktomyozin karsi baglanma dongiisiiniin
(“crossbridging cycle”) oranint ve giiclinii artirir (2, 51). MHZ’nin fosforilasyon
durumu, fosforilasyonu artiran serin/treonin protein kinaz ve fosforilasyonu azaltan
myozin fosfataz ile ikili olarak ayarlanmaktadir. Hakkinda en g¢ok sey bildigimiz
protein kinaz, myozin hafif zincir kinazdir (MHZK). Bu da 10 M’dan daha yiiksek
sitozolik Ca®" degerleriyle aktive olmaktadir. MHZ-20 fosforilasyonu kalsiyum

yoklugunda da olmaktadir ve hala bunun bazai MHZK aktivitesi sonucu mu yoksa
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diger kinazlar sonucu mu oldugu tartisma konusudur (101, 102). Son zamanlarda,
integrin iliskili kinazin MHZ’yi Ca’*"dan bagimsiz bir sekilde fosforile ettigi

gosterilmistir (103).

Ca®" aracili bu yolagin myozin hafif zincir fosforilasyonunun diizenlendigi
baslica mekanizma oldugu uzun siireden beri kabul edilirken diiz kas hiicresinde Ca®"
duyarlagmasi fenomeni analiz edilirken MHZ fosforilasyon derecesini ayarlayan ikinci
bir yolak kesfedilmistir. Cesitli fizyolojik stimuluslarin sitozolik serbest kalsiyum
konsantrasyonlarindaki bir artisin yoklugunda bile diiz kas kasilmasini indiikleyebildigi
iyi bilinmektedir. (104, 105, 106). Cesitli ¢aligmalar gostermistir ki, bu kalsiyumdan
bagimsiz regiilasyon myozin fosfatazin inhibisyonuyla olmaktadir ve bir monometrik
GTP baglayan protein olan RhoA’y1 igermektedir (2, 74, 75, 87, 107). RhoA’nin
aktivasyonu, Rho-kinazi da aktive eder. Rho-kinaz daha sonra, myozin fosfatazin
regiilatuar myozin baglayan alt {initesini fosforile eder ve bu da enzimde inhibisyona
neden olur (46, 53, 77). Boylece artmis aktomyozin aktivitesi, Ca’ mediyatérligiindeki
MHZK aktivasyonu ve Rho bagimli MHZ defosforilasyonunun inhibisyonuyla saglanir
(Sekil-1).

2.2.1. Rho/Rho-kinaz ve anormal damar diiz kas kontraktilitesi

2.2.1.1. Hipertansiyon

Artmig damar direnci hipertansiyonun patogenezinden sorumludur ancak bunun
molekiiler mekanizmasi tam olarak tanimlanamamistir. Vaskiler tonusun Rho/Rho-
kinaz aracili regiilasyonundaki degisikiikler, artmig damar direncinin nedeni gibi
gozikmektedir. Spontan hipertansif sicanlarda agonistle indiiklenen Ca®"
duyarlagmasinmin artmis oldugu (108) hem Rho-kinaz mRNA diizeylerinin hem de Rho-
kinaz aktivitesinin hipertansiyonun baslangicinda yiiksek oldugu saptanmistir (1) Bazi

hipertansiyonlu siganlara Rho-kinaz inhibitérii olan Y-27632 uygulamast kan basincint
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distirmiistiir fakat normal kan basinci tizerinde herhangi bir degisiklige neden
olmamustir (4). Diger bir Rho-kinaz inhibitérii fasudilin uzun stireli kuilaniminda media
tabakasindaki kalinlasma ve perivaskiiler fibrozis inhibe olmustur. Bu bilgi kuvetie
diisindtirmektedir ki, Rho/Rho-kinaz aracili sinyal iletimi, hipertansivon
patojenezinden sorumlu olabilir. Insanlarda fasudil 6n kol kan akimin artirir ve vaskiiler
direnci diigtirtir. Btin bunlari hipertansif hastalarda, normotansiflerden daha fazla
yapar (109). Bu da insan hipertansiyonunda da Rho-kinaz artmis damar direncinde rol

oynadigini gostermektedir.

2.2.1.2.Vazospazm

Subaraknoid hemoraji sonucu olan serebral vazospazm, subaraknoid
hemorajinin neden oldugu morbidite ve mortalitenin basta gelen sebebidir. Fasudil’in
subaraknoid hemorajiden sonra serebral vasospazmdaki faydali etkileri bu maddenin bir
Rho-kinaz inhibitorii oldugu bulunmadan 6nce de biliniyordu (110, 111). Subaraknoid
hemoraji sonrasi olusan vazospazmdan artmus MHZ fosforilasyonunun sorumlu
olduguna iligkin kuvvetli kamtlar bulunmaktadir. Képeklerin cisterna magnasina otolog
kan enjeksiyonu basiler arterde hiperkontraksiyona, Rho-kinaz aktivitesinde ve MHZ
fosforilasyonunda artislara neden olmaktadir. Biitiin bu etkiler, Rho-kinaz inhibitorii
olan Y-27632 ile engelienmistir (96). Insanlarda fasudilin intraarteriyel infiizyonu,
subaraknoid hemoraji sonrasi olan vazospazmda anjiografik olarak saptanan diizelme
saglamigtir (112). Fasudil Japonyada 1995 yilinda subaraknoid hemoraji sonrasi

serebral vasospazm igin gelistirilmistir.

Koroner arter spazmi, anjina, akut miyokard enfarktiisii, ventrikiiler aritmiler ve
ani 6liim gibi bircok iskemik kalp hastaligindan sorumiudu (113). Koroner spazmdaki
MHZ fosforilasyonunun rolii, bir inflamatuvar sitokin olan interlokin-1p’nin lokal
uygulanmasiyla aterosklerotik degisiklikler ve adventisyal inflamatuar lezyonlarin
indiiklendigi domuz koroner arterlerinde arastirilmistir. Etkilenmis segmentler

serotonin uygulanmasina hiperkontraksiyon ve MHZ fosforilasyonda bir artig seklinde



cevap vermisgtir ve ROKo, mRNA diizeyleri artmigtir (26). Bu etkiler fasudil ve Y-
27632 ile engellenmistir (114, 115).

Efor anjinali bir képek modelinde hidroksifasudil bolgesel kan akimini artirarak
myokard: iskemiden korumustur (116). Insanlardaki vazospastik anjina pektorisde
fasudil uygulanmas: asetilkolinle indiikienen koroner spazmi engellemis (117) ve oral
olarak uzun siireli fasudil tedavisi alan hastalarda stabil efor anjinasindaki egzersize
toleranst artmigtir (118). Bu bilgiler kuvvetli bir sekilde gostermektedir ki, Rho/Rho-
kinaz aracili sinyal iletimi, kan damarlarindaki spazmin neden oldugu bir ¢ok hastalikta

dnemli bir rol oynayabilmektedir.

2.2.1.3. Bronsiyal astim

Bronsiyal astimi olan hastalarda genellikle havayolu diiz kaslarinda asirt bir
kontraktilite mevcuttur (119). Benzer bir durum antijen inhale etmis olan sigan modeli
icin de gegerlidir. Bu hayvanlar, reseptor dansitesinde ve afinitesinde bir artig
olmaksizin asetilkoline karsit artmig bir bronsiyal kontraktilite gosterirler (120).
Havayolu duyarlilig1 olan hayvanlarda asetilkolin’e cevap olarak yiiksek bronsiyal
RhoA protein diizeyleri, artmis RhoA translokasyonu ve artmis kalsiyum duyarliligi
gosterilmigtir (121). Biitiin bu olaylar, Rho inhibitérii C3 eksoenzimiyle bloke
edilmigtir (122). Kobaylarda Y-27632 inhalasyonu, asetilkolin veya ovalbumin ile
indiiklenen hava yolu rezistans artisini inhibe etmistir (123). Boylece Rho/Rho-kinaz
aracili sinyal iletiminin inhibisyonu bronsiyal astimdaki havayolu kontraktilitesinin

tedavisinde énemli bir rol tistlenebilecektir.

2.2.1.4. Preterm eylem, erektil disfonksiyon ve glokom
Rho-kinaz ekspresyonunun hamilelik boyunca arttifn gosterilmigtir (124).

Hamile siganlarda Y-27632, oksitosinin indiikledigi uterin kasiimalarinin inhibe

etmektedir ve bu da preterm eylemde ise yarayabilir (125). Ancak insan uterusunda
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spontan ve oksitosin ile indiiklenen kasilmalarda Y-27632’nin etkisinin oldukea diigiik

oldugu bildiriimistir (126).

Rho/Rho-kinaz aractli vazokonstriksiyon, penis sirkiilasyonunun
diizenlenmesinde de bir role sahiptir. Y-27632 enjeksiyonu intrakaverndz basinci
artirarak siganlarda ereksiyona neden olur. Bu etki NO/cGMP yolagindan bagimsizdir
ve erektil disfonksiyonda kullaniiabilecektir (14, 127).

Glokomda g6z i¢i basinc, gézigi sivisinin artist ya da bu sivinin tahiiyesinin
azalmasi ile artar. Kiiltiirii yapilmis insan trabekiiler ag hiicreleri ile Schlemm kanali
hiicrelerinde Y-27632, hiicresel sekil degisikligine, aktin stres fibrillerinin azalmasina
ve fokal adezyon odaklarinda bir diismeye neden olmustur Tavsan goziine Y-27632
uygulanmasi, g6z i¢i basincinda azalma ve g6z i¢i sivisinin tahliyesinde bir artis
olmustur. Bunun muhtemel sebepleri trabekiiler agdaki degisiklik ve siliyer kastaki

gevseme olabilir (128, 129).

2.2.1.5. Myokard hipertrofisi

Myokard hipertrofisi arteryel hipertansiyon ve kapak hastaliklarinda oldugu gibi
kalbin artmus i yiikiine olan adaptasyonudur. Myokard hipertrofisi aritmi, enfarktiis ve
kalp durmas: gibi ikincil hastaliklara da sebep olabilir (130). Hipertrofik cevap, myosit
boyutunda biiyiime, kontraktil proteinlerde kiimelesme ve ventrikiiler beta myozin agir
zinciri ve atriyel natriliretik faktoriin  (ANP) genleri gibi bazi fetal genlerin
reekspresyonu ile karekterizedir (131). Rho’nun myokard hipertrofisindeki rolii esasen,
kiiltiire edilmis neonatal sican ventrikiiler myositlerinde incelenmistir. Bu modelde
Gy turtt G proteinieri ile kenetli reseptdrii olan fenilefrin, endotelin veya anjiotensin
gibi agonistler hipertrofik bir cevap olusturmustur. Bu deneylerde C3 eksoenzimi ve
dominant negatif Rho, fenilefrinin indiikledigi hipertrofiyi, myofibril olusumunu ve
fetal genlerin reekspresyonunu inhibe etmistir (132, 133). Ve biitiin bunlar Y-27632
icin de boyle olmustur (134, 135). Rho’nun kardiyomyosit fonksiyonlarindaki etkisi

karisik goriinmektedir. Siganlarda RhoA’nin agir1 ekspresyonu kalpte hipertrofi yerine



atrial genisleme, sol ventrikiil dilatasyonu ile sinus ve atrioventrikiiler iletiminde bir

bozulmaya yol agmustir (136).

2.2.2. Rho-kinaz ve anormal diiz kas hiicre proliferasyonu

Hipertansiyon,  ateroskleroz,  postanjiyoplasti restenozu, transplant
arteriosklerozu gibi birgok damar hastaliklarinin nedeni anormal vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonu ve gociidir. Trombinin indiikledigi vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonu ve migrasyonu in vitro olarak C3 ekzoenzimi ve bir Rho-kinaz
inhibitérii olan Y-27632 ile engellenebilmektedir. Domuz koroner arterlerindeki
ateroskleroz benzeri vaskiiler lezyonlar, adenoviriislerle transfer edilen dominant

negatif Rho-kinaz ile (137) veya uzun siireli fasudil tedavisiyle gerilemistir (115).

Vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu ilgilendiren diger bir patolojik siireg
de, perkiitantz transliiminal koroner anjioplasti sonucu olan restenozdur ki, bu da bu tiir
hastalarin % 30-40’inda morbidite ve mortalite sebebidir. Restenozda goriilen en
onemli durum dediferensiyasyon, migrasyon ve proliferasyon sonucu gelisen neointima
olusumudur (138). Sigan karotisinde dominant negatif Rho-kinaz gen transferi ve Y-

27632 verilmesinden sonra neo-intimal olusumun azaldigi gosterilmistir (99, 139).

2.2.3. Rho/Rho-kinazin yolaginin kas disi hilcrelerdeki fizyoloji ve patofizyolojiye
katkasi

2.2.3.1. Tiimor hiicre gocii ve metastaz
Epitelyal orijinli birgok malign tiimér, hastalik boyunca yerlesik yasamdan
hareketli ve go¢ eden bir yagama kayabilirler. Bu déniigiim tiimériin hareketliginde ve

yayilmasindaki artistan kaynaklanir ve bdylece tiimoriin metastazi ve yayilmacilii

artar (140). Timor hiicre gogli, Rho aracili bir siireci igerebilir. Sigan hepatoma
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hiicrelerindeki invazyonun RhoA aktivasyonuna bagh oldugu gériilmiistiir (141, 142).
Bir ¢ok modelde Rho-kinaz inhibitérlerinin tiimér biiylimesini ve metastazini
engelledigi goriilmistiir (143, 144). Bu bulgular Rho/Rho-kinaz aracil: yolun yeni

antikanser stratejilerinde 6nemli rol oynayacagim gésterir.

2.2.4. Hidroksimetil glutaril Ko-enzim A (HMG-KoA) rediiktaz inhibitorieri ve

Rho/Rho-kinaz aracili sinyal iletimi

2.2.4.1. Endotel disfonksiyonu

Endotel disfonksiyonu terimi, ateroskleroz, hipertansiyon ve variant anjina gibi
kalp hastalikiarin patogenezinden sorumlu olan endoteldeki patolojik degisiklikleri
tamimlar. Endotel disfonksiyonun 6nemli ozellikleri nitrik oksid yararlammindaki
azalma ve/veya endotelin-1, anjiotensin-2 ve oksidanlar gibi kastiric1 faktorlerle endotel

kaynakli gevsetici faktorler arasindaki dengesizliktir (145).

Endotel disfonksiyonun Rho’nun potansiyel rolii, L-mevalonik asit sentezini
azaltarak kolesterol diizeylerini diistiren HMG-KoA rediiktaz inhibitérierinin (statinler)
kullamldig1 klinik galismalarla ortaya konmustur. Bazi hipotezlere gére statin tedavisi
Rho GTPaz seviyelerini azaltmaktadir. Sigir aortasindaki endotelyal hiicrelerde statin
tedavisi ile preproendotelin ekspresyonunun azaldigi goézlenmistir. Statinlerin bu etkisi
C3 eksoenzimi ve dominant negatif Rho’nun asir1 ekspresyonu ile ilgili olabilir. insan
endotelyal hiicrelerinde nitrik oksid sentazin endotelyal isoformunun ekspresyonu
mevastatinle artmustir ve bu etki geranil geranillenmis pirofosfat ile de inhibe olmustur
(146). Insan umblikal ven endotelyal hiicrelerinde trombinle indiikienen nitrik oksid
sentaz (eNOS)'in “down” regiilasyonu, C3 eksoenzimi ve Y-27632 ile Onlenmistir
(147). Statinlerin Rho proteinlerinin fonksiyonu ve prenilasyonu iizerindeki etkileri bu
ajanlarin endotelyal disfonksiyon gibi patolojik proseslerdeki bazi faydali etkilerini
aciklayabilir.

21



2.2.5. Rho/Rho-kinaz Yolagmmn Diger Rolleri

Bazi  caligmalar ~ Rho/Rho-kinaz  aktivasyonu agonistle  indiiklenen
gastrointestinal diiz kasin tonik kasilmalari igin esansiyel olabilecegini gdstermistir
(107, 148). Ayrica siganlarda yapilan in vivo bir modelde Y-27632 nin gastrik
motiliteyi inhibe ettigi gosterilmistir (149).

Nbotrofiller, lenfositler ve trombositlerin de iginde bulundugu bazi hematopoetik
hiicrelerde Rho/Rho-kinaz yolag: aktin hiicre iskeletinin regiilasyonuna aracilik eder ve
bu diizenleyici prosesin hiicre aktivasyonu, kemotaksis ve trombosit sekil degisikligi

gibi olaylarda rol oynadif gosterilmistir (150, 151, 152, 153, 154, LS55,

Rho/Rho-kinaz’in kemik olusumunu negatif olarak diizenledigi ve Rho/Rho-
kinaz yolagmm inhibisyonunun, 6zellikle glukokortikoid kullanimiyla ortaya ¢ikan
osteoporozu Gnleme agisindan faydali bir strateji olabilir (156). Rho/Rho-kinaz sinyal
ileti yolunun néronlarda da meveut olabilecegi ve dendritik paternin aksonal biiytime
kon dinamikleri ve aksonal ilerleme gibi néronal morfojenezisin bir ¢ok olaylarina

aractlik edebilecegi bildirilmistir (157, 158, 159).

Sonug olarak, RhoA ve onun en 6énemli efektorii olan Rho-kinaz hiicresel ve
biyolojik bir ¢ok fonksiyonda 6nemli rol oynayabilir. Son yillarda bu sinyalizasyon
yolunun anlasilmasinda 6nemli ileriemeler saglanmistir. Bu yol hakkinda hala pek ¢ok
seyi bilmesek de, su ¢ok agiktir ki, Rho/Rho-kinaz yolag: diiz kasta tonus artigiyla
giden birgok hastalikta onemli olabilir. Ayrica diiz kas olmayan hiicrelerdende
kaynaklanan birgok hastalikta da rol oynayabilir. Bir ¢ok hayvan modelinde Rho/Rho-
kinaz sinyal iletiminin inhibe edilmesi bazi tiir patolojilerin tedavisinde basarili
saglamistir. Bu gelismeler, Rho/Rho-kinaz aracilt sinyal iletimi yolunun hipertansiyon
ve astim gibi stk goriilen hastaliklarda tedavi icin hedef olabilecegini gdstermistir.
Gelecekte gorecegiz ki, bu yolu inhibe ederek uygulanan pek cok tedavi yontemi
gelistirilecektir. Insan hastaliklarinda Rho/Rho-kinaz’in inhibisiyonunun giivenli ve

faydali olup olmayacagini gérmek ilging olacaktir.
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2.3. Kan Basincinin Diizenlenmesinin Fizyolojik Kontrolii

2.3.1. Kalp Debisi

Kalbin bir dakikada aortaya pompaladigi kan miktanidir. Bu aym zamanda
dolagimda akan kan miktart olup, maddelerin dokulara ve dokulardan taginmasindan
sorumludur. Bundan dolayr kalp debisi, dolasimla ilgili olarak g6z oniine almamiz
gercken faktorlerin belki de en 6nemlisidir. Vendz doéniis venlerden sag atriyuma bir
dakikada akan kan miktaridir. Vendz donitis ve kalp debisi, kanin kalpte veya
akcigerlerde gecici olarak biriktigi veya uzaklastirildigi birkag vuru diginda birbirine
esit olmak zorundadir. Kalp debisi viicudun aktivite diizeyiyle genis 6l¢iide degisir. Bu
nedenle, diger faktorier kadar,

1-Viicut metabolizmasinin diizeyi

2-Kisinin egzersiz yapmasi

3-Yas

4-Viicut buiytiklugii gibi bazi faktorler kalp debisini etkileyebilir.

Kalp debisinin kontroliinde genellikle periferik faktorierin daha 6nemli
olmasinin ana sebebi, kalbin, venlerle sag atriyuma gelen tiim kanin otomatik olarak
pompalanmasini saglayan bir mekanizmaya sahip olmasidir. Kalbin Frank-Starling
yasasi denilen mekanizmasinda temel olarak, kalbe gelen kan miktari arttigi zaman kalp
odaciklarinin duvarinin gerildigini ifade eder. Gerilmenin bir sonucu olarak kalp
kast,belirli sinirlar igerisinde olmak iizere daha giiglii kasilir ve genislemis odaciklari
her zamanki kadar bosaltir. Bundan dolays, kalbe fazladan gelen kan otomatik olarak

hi¢ gecikmeden aorta pompalanir ve tekrar dolasima katilir.

Periferik dolasgimin tiim bolumlerindeki lokal kan akimlarinin toplami,kalbe

vendz doniisii verir. Buna bagh olarak, kalp debisi diizenlenmesinin tim lokal kan
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akimi diizenlenmelerinin toplami oldugu anlagilmaktadir. Pek ¢ok dokunun kan akimi,

baslica o dokunun metabolizmasiyla orantili olarak artar.

2.3.2. Total periferik damar direnci

Arteriyal basincin normal tutuldugu zaman, uzun stireli kalp debisi diizeyi total
periferik direngteki degisikliklere tamamen karsit olarak degismektedir. Total periferik
direng tamamen normal oldugu zaman kalp debisi de normal diizeydedir. Arteriyel

basing ile total periferik direnc arasindaki iligkinin kalp debisi tizerinde etkisi,

Kalp debisi = Arteriyel basin¢/Total periferik damar direnci

formiilii ile gosterilmistir. Total periferik direng arttifinda kalp debisi diiger, tersine total
periferik direng azaldiginda kalp debisi artar. Yiiksek kalp debisi hemen hemen daima

azalmus total periferik diren¢ nedeniyle goriiliir.

2.3.3. Kan Akiminin Dokular Tarafindan Lokal Kontrolii ve Hiimoral Diizenleme

2.3.3.1. Lokal Kontroi

Dolagimin en temel kurallarindan birisi, her dokunun kendi kan akimim
metabolik gereksinimlerine gore yine kendisinin belirlemesidir. Dokularin kan akimina
neden ihtiyaci vardir? Bu soruya cevap olarak agagidaki faktorleri siralayabiliriz.

1- Oksijenin dokulara taginmasi

2- Glikoz, aminoasitler, yag asitleri gibi besin maddelerinin dokulara taginmast

3- Karbondioksidin dokulardan uzaklagtirilmasi

4- Hidrojen iyonlarinin dokulardan uzakiastiriimast

5- Dokulardaki diger iyonlarin konsantrasyonlarinin dengelenmesi

6- Cesitli hormonlarin ve spesifik molekiillerin farkli dokulara taginmasi
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Lokal kan akimi iki kisimda incelenebilir. Akut kontrol, arteriyoller,
metarteriyoller ve prekapiller sfinkterierin lokal kasilmalarindaki hizli degisikliklerle
gergeklestirilir ve lokal doku i¢in gerekli kan akimini saglamak iizere dakikalar veya
saniyeler iginde goriiliir. Kronik kontrol ise, giinier, haftalar hatta aylar icerisinde
akimda meydana gelen yavas degisiklikier anlamina gelir. Genel olarak uzun siirede
meydana gelen degisiklikier dokularin ihtiyact olan kan akiminin kontroliinde daha iyi
sonuclar verir. Bu degisiklikler dokuya kani getiren damarlarin sayisinda veya fiziksel

boyutlarinda artma veya azalma seklinde kendini gésterir.

2.3.3.2. Dolasimin Hiimoral Kontrolii

Dolagimin humoral regiilasyonu,viicut sivilarina salgilanan veya absorbe edilen
hormoniar ve iyonlar tarafindan meydana getirilen regiilasyon anlamina gelmektedir.Bu
maddelerden bazilar 6zel salgt bezleri tarafindan yapilip kana verilerek biitiin viicuda
yayilmaktadir. Digerleri ise lokal doku alaniarinda olusarak sadece lokal dolasimi
etkilemektedir. Hiimoral faktorlerden dolasim fonksiyonlarina en ¢ok etkili olanlari

sunlardir.

2.3.4. Vazokonstriktor Ajanlar

2.3.4.1. Noradrenalin ve Adrenalin

Ozellikie noradrenalin giiglii bir vazokonstriktor maddedir. Adrenalinin
(adrenalin), vazokonstriktér etkisi daha azdir ¢linkii bazi durumlarda zayif bir
vazodilator etki gosterebilir (kalp aktivitesi arttiginda koroner arterlerde dilatasyon).
Egzersiz veya stres sirasinda sempatik sinir sisteminin viicudun birgok veya tiim
boliimlerinde uyariimast durumunda dokulardaki sempatik sinir uglarindan noradrenalin

salivererek arteriyollerin, venlerin ve kalbin uyarildigi goriiliir. Adrenal medulladaki

25



sempatik sinirlerin uyariimas: buradan da kana noradrenalin ve adrenalin salgilanmasina
yol agmaktadir. Bu hormoniar viicudun biitiin kisimlarina ulasarak direkt sempatik
stimiilasyonun meydana getirdigi uyarici etkinin hemen hemen benzeri bir etki ile ¢ift

tarafli bir kontrol sistemi olustururlar.

2.3.4.2. Anjiotensin

Anjiotensin bilinen vazokonstriktor maddelerin en gii¢lii olanlarindan biridir.
Anjiotensin etkisini kii¢iik arteriyolleri gii¢lii bir sekilde kasarak gosterir. Eger bu olay
izole bir doku alaninda goriilirse bu alana giden kan akimu ciddi bir sekilde azalmis
olur. Anjiotensinin asil dnemi, vucuttaki biitiin arteriyollere aymi anda etkili olarak total
periferik rezistansi arttirip kan basincim yiikseltmesi nedeniyle ortaya ¢ikar. Bu nedenle
anjiotensin ¢esitli renal ve adrenokortikal stimiile edici etkileri ile birlikte arteriyel

basincin regiilasyonunda 6nemli bir rol oynar.

2.3.4.3. Vazopressin

Antidiiiretik hormon olarak da adlandiriimakta ve vazokonstriktér olarak
anjiotensinden bile giiclii oldugu kabul edilmektedir. Hipotalamusta olusan vazopressin
sinir aksonu boyunca tasinarak kana karistigi yer olan arka hipofiz bezine ulagmaktadir.
Diger taraftan yapilan deneysel ¢aligmalar ciddi kanama halinde dolasimdaki
vazopressin konsantrasyonunun kan basincint 60 mmHg yiikselterek bircok dokuda

normal seviyeye getirilebilecek kadar yiiksek oldugunu géstermektedir.

2.3.4.4. Endotelin
Anjiotensin ve vazopressinin, vazokonstriktor etkileri ile yarisabilecek bir diger

madde de, biiytik bir peptid olan (21 amino asid) endotelindir. Endotelin sadece

nanogram diizeylerinde bile gii¢lii bir vazokonstriktor etki olusturabilir ve endotel
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hiicreleri ile hemen hemen biitiin kan hiicrelerinde bulunmaktadir. Endotelin
saliverilmesinin dogal stimtlatorii dokularda meydana gelen ezilme veya travmatize
edici kimyasal bir maddenin enjeksiyonu ile olusan endotel hiicre hasandir. Kan
damarinda meydana gelen ciddi bir hasan izleyerek lokal olarak saliverilen endotelin,
vazokonstriksiyona neden olarak ¢ap1 5 milimetreye kadar olan arterlerde yirtilma veya

ezilme sonucu meydana gelen agirt kanamayi engelleyebilir (160).

2.3.5. Vazodilatator Ajanlar

2.3.5.1. Nitrik oksid

Nitrik oksid dogada ytizmilyonlarca bulunan bilesikler i¢inde en kiigitk molekiil
agirh@ina sahip ilk on bilesikten birisidir. Proteinler gibi bilyiitk molekiillerin biyolojik
olarak aktif olduklar: hiicrelerde bylesine kiigiikk molekiillii ve basit bir inorganik gaz
olan NO’nun hiicresel etkiler olusturmasi ger¢ekten c¢ok ilgingtir. Bu maddenin
hiicreler igin olduk¢a onemli bir yeri bulunmaktadir. NO viicutta L-arjinin

aminoasidinden sentezlenir.

2.3.5.1.1. Vaskiiler sistem

Nitrik oksid, damar endotelyumundan ¢esitii stimiilan ajanlar tarafindan
salgilanir. Damar endotelyumundan NO saliverdigi diisiiniilen maddelerden bazilari
sunlardir: Asetilkolin, P maddesi, histamin, trombin, arasidonik asid, serotonin,
noradrenalin, anjiotensin, endotelinler, sarapta bulunan polifenoller, bradikinin, ATP,
ultraviyole 15181 ve diger bazi stimiilanlar. Saliverilen NO, damar diiz kasinda guanilat
siklaz enziminin Fe** atomuna baglanarak bu enzimi aktive eder. Guanilat siklazin
aktivasyonunu takiben bir takim biyokimyasal olaylar silsilesi bagslar. Bu olaylar

vaskiiler diiz kasin gevsemesi ile sonuglanir. Kalbin her pompalama fonksiyonunda
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damar duvarmin gerilmesi ile devamli bir NO saliverilmesi bulunmaktadir. Saliverilen

NO, hem damarlarin rezistansini ayarlar hem de trombositlerin kiimelenmesini dnler.
2.3.5.1.2. Kalp

Kalbin endokardiyumundan nitrik oksid saliverilmesi gosterilmistir. Saliverilen
NO’in kalbin kontraktilitesini diizenleyebilecegi bildirilmistir. Ayrica koroner
damarlardan saliverilen NO, kalbin iyi besienmesi icin fonksiyon gérmektedir. Koroner
damarlarda tikanmaya bagli gelisen aritmi olayinda NO sorumiu olabilir. Iskemik
bolgelerde hiicre i¢i pH’sinin azalmasit sonucunda intraseliiler nitritten NO meydana
gelir. Yitksek konsantrasyona gikan NO, hiicre igi hasari arttirabilir.Buna ek olarak NO
hiicre membramindaki K kanallarini agarak hiicre iginden disari miitemadiyen
potasyum kaybina neden olur. Bu olay, myokard infarktiisii sirasinda gelisen 8limeiil
aritmilerin gelismesine katkida bulunabilir. Sonug olarak NO’e bagimli vazodilatsr
tonusun tamamuiyla lokal olarak diizenledigi ve boyielikle kardiyovaskiiler sistemde en
basit ve simdiye kadar gosterilen en esash adaptif mekanizma oldugu bildirilmektedir.

Yani bu sistemde NO olusumuna bagh aktif bir vazodilatasyon bulunmaktadir.

2.3.5.1.3. Trombositler

L-arjinin-NO yolagi, trombositlerin agregasyonu ve adezyonunu inhibe eder. Bu
inhibisyona intratrombositer ¢cGMP diizeylerinin artisi arciiik eder. ¢<GMP diizeyinin
yiikselmesi, trombositierin hem damar duvarina yapismasini (adezyon) ve hem de
trombositlerin  birbirlerine yapisip kiimelenmesini (agregasyon) onlerken, cAMP
diizeylerinin artmast ise sadece trombositlerin adezyonunu inhibe eder. Trombositlerin
kiimelenmesine aracilik eden en Onemli basamak bu cisimlerin sitoplazmasina
kalsiyumun girmesidir. NO, trombosit igine Ca®' girisini bloke ederek bunlarin
agregasyonunu ve adezyonunu engeller. Trombositlerin agregasyonu NO yaninda

prostasiklin ile de bloke edilir.
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2.3.5.1.4. NO ve vaskiiler tonusun diizenlenmesi

NO, biitlin yiiksek organizmalarda, kardiyovaskiiler sistem vital fonksiyoniar
icin gereklidir. Oksijen ve besinler dokulara tasimirken, metabolit iiriinler ortadan
kaldirilir. Dokularin degisen ihtiyaglarina uyum saglamak i¢in dolagim sistemi yeterli
kan akimi saglamak icin merkezi ve lokal kontrol mekanizmalarina sahiptir. Verilen bir
kan basincinda, her organa kan akimi o organin periferik vaskiiler direnci tarafindan
belirlenir. Periferik vaskiiler direng ise resistan damarlarin, rnegin kiigiik terminal
arterler ve biiyiik ve kiigiik arteriyoller, diiz kas hiicrelerinin tonusunu etkileyen cesitli
lokal mekanizmalar tarafindan belirlenir. Son yillarda, biriken deneysel ve klinik
kamtlar endotel hiicrelerden salinan NO’nun arteriyel iletimde hayati bir diizenleyici
oldugunu ve bu yolla doku perfiizyonu icin yeterli diizenlenmenin yapildigim

gdstermistir.

Bir damarda akan kan, endotelin luminal yiizeyinde bir siirtiinme kuvveti
olusturur. Bu kuvvet in vivo siirekli NO tiretiminin ana uyaricisi olup myo veya
norojenik olarak indiikienen damar kasilmasina fazlaca duyarlt bir sistemdir. Diger bir
takim endotel kaynakli vazodilatér ve vazokonstriktér otakoidler (endotelin-1,
prostasiklin, prostaglandin Hj, superoksid anyon (O;) ve endotelden tiireyen
hiperpolarize edici faktor) serbest radikal NO gibi vaskiiler tonus ve hemostaz

diizenlenmesinde merkezi bir rol oynamaz.

llging olarak 60 yildan daha fazla siire once, Schretzzenmayer (1933) akimla
indiiklenen dilatasyon igin ilk deneysel kanitt saglamistir. Anestezi almis kedinin arka
bacaginda her kan akimi artisinda, femoral arterin ¢apinda bir artigi gozlemiemistir.
Aragtirict, bu akima bagl dilatasyon yamitinin damar agi boyunca dokudan tiireven
sinyalle iliskili oldugunu bildirmistir. {leri galismalar yiiksek doku oksijen ihtiyaci
oldugunda arterlerde ‘santral kaynakli dilatasyon’ kavramim gdsterdi. Ancak, damarin
daha sonraki segmentlerinde dilatasyon gdsterilemedi, dolayisiyla gevsetici yanit damar
duvarinin lokal olarak tretilen bir fenomeni idi; yani asendan bir sinyalle ilgisi yoktu.
Furchgott ve Zawadski’nin endotelyumun, bir labil relaksan faktor salarak, aktif olarak

vaskiilar tonus degisiklikleri yaptigim bildirmesi, endotel hiicrelerin potansiyel roliinii

29



ortaya gikardi. Aslinda rezistan arterlerde oldugu gibi biiyiik konduit arterlerde endotel
hiicrelerinin  akim  sinyallerini algilama ve vazodilatér yanit saglama 6zelligi
gostermisti. Dahasi, klinik ¢alismalar insanlarda degisik damar yataklarinda olusan

akima bagli dilatasyonun hiperkoleserolemi ve arteriosklerozda azaldigini gostermistir
(161).

2.3.5.2. Prostasiklin

Endotelde ve az miktarda olmak iizere damar diiz kas hiicrelerinde yapilirlar.

Prostasiklinler, damar iginde trombus olugmasini engelleyen en &nemii etkenlerdir.

2.3.5.3. Bradikinin

Kininler olarak adiandirilan ¢esitli maddeler kanda ve bazi organ sivilarinda
olusarak gli¢lii vazodilatasyona neden olabilirler. Bradikinin gii¢lii bir vazodilatasyona

ve kapiller permeabilitede artisa neden olur.

2.3.5.4. Histamin

Histamin hasara ve inflamasyona ugrayan veya allerjik reaksiyona maruz kalan
hemen hemen biitlin dokulardan saliverilebilir. Histaminin biiyiik bir kismi hasarli
dokudaki mast hiicrelerinden veya kandaki bazofiilerden kaynaklanmaktadir. Histamin
arteriyollerde giiglii bir vazodilatasyona yol acar ve bradikinin gibi kapiller porlarin
genislemesine, plazma proteinlerinin ve sivinin doku igine sizmasina neden olur. Bir
¢ok patolojik durumda histamin tarafindan meydana getirilen arteriyoler vazodilatasyon
ve artmus kapiller por ¢api nedeniyle fazla miktarda sivi doku igine geger ve 6dem
gelisir (160).
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2.3.5.5. Endotel kaynakl: hiperpolarizan faktor

Bu faktériin, endotel-bagimli gevseme olusturan ajaniar tarafindan endotel
hiicrelerden EDRF ile birlikte saliverilebilen hipotetik bir faktér oldugu sanilmaktadur.
Kimyasal dogast hentiz bilinmemekle beraber arasidonik asid metaboliti, P450 sitokrom
tirtinii veya K" iyonunun kendisi gibi olasi adaylar bulunmaktadir, ancak bunlarin hi¢
biri inandirict olarak kanitlanmig degildir. Diiz kas hiicre “patch clamp” deneylerinden
elde edilen verilere gore bu ajamin K kanallarint acarak hiperpolarizasyon olusturdugu
tespit edilmistir. En az 3 g¢esit potasyum kanalmin NO-aracili oimayan endotel bagimi
vazodilatasyona aracilik ettigi bildirilmistir. Bunlar apamin, karibdotoksin ve
glibeklamide duyarl kanallardir. Endotel kaynaklh hiperpolarizan faktériin ozellikle
damar ¢apinin kiiciik oldugu arterlerde daha fazla rol oynadigi goriilmektedir. Buna
kargiltk aorta gibi biiyiik damarlarda, endotel-bagimli gevseme cevaplarma NO’nun
katkis1 daha fazladir (162)

2.3.5.6. Asetilkolin

Genel olarak damar diiz kaslarini ve sfinkter kaslarini gevsettikleri halde, diger
yapilarin diiz kaslarim kasar. Insanda pulmoner ve sistemik arter yataklarinin pek
gofunda vazodilatasyon yapar. Vazodilatasyon olusturmalarinda damar diiz
kaslarindaki direkt etkilerinden ziyade damar endotel hiicrelerinin membramndaki
muskarinik reseptérleri aktive etmeleri rol oynar. Bu olay sonucu saliverilen ve damar
diiz kas tabakasina gecen nitrik oksid (endotel kaynakli gevsetici faktor) damarlarin
gevsemesine neden olur. Endoteli siyrilmis izole arter seritlerinde asetilkolin ve diger
muskarinik agonistler gevsemeye degil, kasiimaya neden olur. NO diiz kaslarda guanilat
siklazi aktive ederek gevseme yapar. Insanda normal koroner arter yatag igine enjekte
edilen asetilkolin vazodilatasyon yaptigi halde, aterosklerotik damar yataginda
vazokonstriksiyon yapar. Vazodilatasyon nedeniyle arteriyel kan basincini dustirtirler.

Bu sirada genellikle tasikardi olusur. Tasikardi ilacin refleks etkisine baglhidir (163).
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2.4. Delasimin sinirsel Diizenlenmesi

Sinir sistemi kan akimunin viicudun degisik bolgelerine yeniden dagiliminin
diizenlenmesi, kalbin pompalama giictiniin arttirilmasi ve 6zellikie kan basincinm hizlt

kontrol mekanizmalarinin galismasi gibi genel fonksiyonlardan sorumludur.

2.4.1. Otonomik Sinirler

Otonom sinir sisteminin dolasim ile iigili en Snemli bolimii sempatik sinir

sistemidir.

2.4.1.1. Sempatik Sinir Sistemi

Sempatik vazomotor sinir lifleri omuriligi (medulla spinalis) tiim torasik ve iik iki
lumbar spinal sinirler ile terkeder. Daha sonra sempatik zincir igine giren sempatik lifler
oradan dolasima iki ayr1 yol ile ulagir

1. Temel olarak i¢ organlarin damarlarini ve kalbi innerve eden zel sempatik

sinirler

2. Baglica periferik alanlarin damarlarini innerve eden spinal sinirler.

Kigtik arterler ve arteriyollerin innervasyonu sempatik uyari ile bu damariarda
direng artisina bdylece dokulara ulasan kan akimimin azalmasina imkan tanimaktadir.
Biiyik damarlarin 6zellikle venlerin innervasyonu, sempatik uyarinin bu damarlarin
hacmini azaltmasini saglar. Bu kalbe dénen kan miktarimi arttirir, kalbin pompa

islevinin diizenlenmesinde énemli rol oynar.
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2.4.1.2. Parasempatik Sinir Sistemi

Parasempatik sinir sistemi diger bir¢ok otonom fonksiyon i¢in oldukea dnemli
bir yere sahipken dolagimin diizenlenmesinde sadece kiigiik bir rolii vardir. Dolasim i¢in
gergekten Snemli olan tek etkisi medulladan direkt olarak vagus siniri ile kalbe ulasan

parasempatik lifler yoluyla kalp hizimi kontrol etmesidir.

2.4.2. Hipotalamus

Hipotalamus,vazokonstriktér sistemin kontroliinde dnemli bir role sahiptir. Bu
bélge,vazomotor merkez tizerinde giiglii cksitatdr veya inhibitor etki gdsterebilmektedir.
Hipotalamusun arka-yan kisimlari esas olarak eksitasyon, én boigeler ise uyarilan 6n
hipotalamus bolgesine bagli olarak hafif eksitasyon ya da inhibisyon meydana

getirmektedir.

2.4.3. Arter Basimcimin Hizii Kontroliinde Sinir Sisteminin Rolii

Dolasimin sinirsel kontroliiniin en énemli fonksiyoniarindan biri kan basincinda
hizli yiikselmeler saglayabilme kapasitesidir. Bu amagla, sempatik sinir sisteminin tiim
vazokonstrikiér ve kalp hizinda artis saglayici fonksiyonlari birlikte uyarilir. Ayni
zamanda kalbe giden parasempatik vagal inhibitor uyarilar da inhibe olur. Bunlarin
sonucunda eszamanlt olarak, hepsi arter basincinin yiikselmesini saglayacak olan ii¢
temel degisiklik meydana gelir

1-Viicuttaki tiim arteriyollerde daralma meydana gelir. Bu total periferik direnci

yiikselterek kanin arterlerden akisina engel olur ve arter basincinin artmasina yol agar.

2- Basta venler olmak tizere dolagimdaki diger biitiin biiyitk damarlar da giiclii
bir sekilde daralir. Bu kanin genis periferik damar yataklarindan kalbe yonlenmesine ve
kalp bosluklarindaki kan hacminin artmasina neden olur. Bu da kalbin daha giiclii
kasiimasina ve daha ¢ok kamin pompalanmasina neden olur. Sonug olarak yine arteriyel

basing yiikselir.



3- Son olarak otonom sinir sistemi tarafindan kalbin direkt olarak uyarilmasi
kalbin pompalama fonksiyonunu daha da arturir. Bu etkinin biiyik bolimit zaman
zaman normalin ti¢ kati kadar yiikselen kalp hizi artisina baglidir. Ek olarak sempatik
sinir kaynakli uyarilar direkt olarak kalp kasinin kasilma giiciinii etkileyerek kalbin
pompalama hacminin artmasina neden olur. Béylece giiglii sempatik uyar: altinda kalp
birkag dakika igin normal sartlar altindakinden iki ila tic kat fazla kan
pompalayabilmektedir. Bu etki de kan basincinda daha da fazla bir artis nedeni

olmaktadir.

2.4.4. Normal Arter Basincmin Korunmasinda Refleks Mckanizmalar

Otonom sinir sisteminin egzersiz ve stres sirasinda arter basincini yiikseltici
fonksiyonlarinin diginda arter basincini normal sirlart igerisinde tutmak icin devrede

olan birgok bilingdist $zel sinirsel kontrol mekanizmast bulunmaktadir.

2.4.4.1. Arteryel Baroreseptér Kontrol Sistemi-Baroreseptor Refleksler

Arter basincinin kontroliinde simdiye kadar en iyi bilinen sinirsel mekanizma
baroreseptdr reflekstir. Temel olarak, bu refleks, birkag biiyiik sistemik arterin
duvarinda yer alan , baroreseptdrier veya pressoreseptorler olarak adlandiriian gerim
reseptorleri tarafindan baslatilir. Basingta meydana gelen artis baroreseptérleri gerer ve
santral sinir sistemine uyarilar gonderilmesine neden olur. Bu sinyallere yanit olarak
otonom sinir sisteminden kaynaklanan “feedback” uyarilar dolasima ulasir ve arter
basincim diistirerek normal seviyelerine dondiiriir. Baroreseptorler arter basincindaki
degisikliklere ok hizli yanit verirler; ancak uyart hizi sistol sirasinda artmakta, diyastol
sirasinda ise azalmaktadir. Dahasi, baroreseptdrler hizhi degisen basinglara duragan
basinglardan gok daha fazla yanit vermektedir. Yani, ortalama arter basinci 150 mmHg
civarinda hizli artis gosterirken meydana gelen uyar iletimi, ortalama basing 150
mmkHg’da sabit iken meydana gelen uyari iletiminden iki kat fazia olabilir. Diger
taraftan efer basing diisiiyorsa uyari hizi, sabit diizeydeki uyari hizinin dértte biri
kadardir.
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Baroreseptérierden gelen uyarilar, medullada nucleus tractus solitari’ye
ulastiktan sonra ortaya g¢ikan ikincil uyarilar medulladaki vazokonstriktor merkezi
inhibe ederken vagal parasempatik merkezi uyarir. Ortaya ¢ikan net etki,

1- Periferik dolagimdaki venlerin ve arteriyollerin vazodilatasyonu

2- Kalp hizinda ve kasilma giiciinde azalmadir.

Bu nedenle baroreseptdrlerin arter basinci ile uyariimasi, refleks olarak hem
periferik direngte hem de kalp debisinde meydana gelen azalma ile arter basincini
diislirmektedir. Buna karsin diisiik basing tam tersi etki gdstermekte, refleks olarak
basincin yiikselmesine ve normal seviyesine donmesine neden olmaktadir. Kisi yatar
haldeyken ayaga kalktiginda baroreseptorierin kan basincini sabit tutma yetenekleri
onemlidir. Ayaga kalkar kalkmaz bag ve viicudun st tarafinda arter basinci diigme
egilimine girer. Bu kisimdaki basincin belirli sekilde diismesi biling kaybina neden
olabilir. Diigen basing reseptérleri etkileyerek ani bir refleksin baslamasina neden olur.
Bu refleks ile tiim viicutta kuvvetli sempatik uyart meydana gelerck bas ile viicudun tist

boliimlerindeki basing azalmasini en aza indirir.

2.5. Arter Basineinin Uzun Siireli Diizenlenmesi ve Hipertansiyonda Babrekierin

Rolit

Arter basicinin kontroliinde bobrek-viicut sivisi sistemi basit bir mekanizma
seklinde caligir. Viicut ok fazla ekstraseliiler sivi igerdiginde kan hacmi ve arter basinci
yiikselir. Basincin yiikselmesi direkt bir etki ile bobreklerin fazla ekstraseliiler siviyi
atmasina neden olur ve bu da basinci tekrar normale dondiiriir. Cktraseliiler sivi
hacmindeki artig kan hacminin artisina sonugta dolastmin ortalama dolus basinctnin
artmasina boylece kalbe donen vendéz kan miktarinda artma ile bunun kalp debisini
artirmasi ve buna bagl olarak arter basincinin artmasi gergeklesir. Kalp debisindeki
artis arter basincini hem dogrudan, hem de toplam periferik direnci artirma yoluyla
doiayli olarak yiikseltmektedir.

Dokularda kan akimi arttii zaman lokal damarlar kasilarak kan akimini normal

seviyesine déndiiriir. Bu olaya dokunun kendi kan akimini kendisinin diizenledigini
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belirtir sekilde basitce “otoregiilasyon™ adi verilir. Artmis kan hacmi kalp debisini
artirdiginda tiim dokulara giden kan akiminda artis olur. Bunun sonucunda bu
diizenleyici mekanizma ile tiim viicuttaki kan damarlari kasilir, bu da toplam periferik

direnci arttirir.

2.6. Hipertansiyon (Yiiksek Kan Basinei)

Bir kigide hipertansiyon bulundugu sdylendiginde bu, o kisinin ortalama arter
basincinin normal kabul edilen seviyenin iizerinde oldugunu belirtmektedir. Istirahat
sirasinda 110 mmlig’den yiiksek bir ortalama arter basinci degeri (normali yaklasik 90
mmHg civarindadir) hipertansif bir deger olarak kabul edilmektedir. Bu derecede bir
artis diyastolik arter basinct 90 mmHg ve sistolik arter basinci 135 ila 140 mmHg’nin
lizerinde olursa ortaya g¢ikmaktadir. Ciddi hipertansiyon olgularinda ortalama arter
basiner 150 ila 170 mmHg kadar olabilir. Bu durumda diyastolik basing 130 mmlHg ve
sistolik basing 250 mmHg kadar yiiksek olabilir.

Arter basincinda meydana gelecek orta dereceli artislar bile yasam siiresinin
kisalmasina neden olmakta, yiiksek basing sézkonusu oldugunda normalin %50°si kadar
yiksek ortalama arter basinci kiginin uygun tedavi grmedigi durumda, birkag yildan
fazla yasamasi miimkiin olmamaktadir. Hipertansiyonun 6liime neden olan etkileri
baslica 3 sekilde 6zetlenebilir.

1- Kalp yiikiiniin artmasi erken evrede kalp yetersizligi ve koroner kalp
hastaligina yol agmakta, bu da siklikla kalp krizi ve 6liim ile sonuglanmaktadir.

2- Yitksek basing siklikla beyinde bulunan ana damarlardan birinde yirtiimaya
ve bunu takiben 6nemli beyin boligelerinde hiicre oliimii ile karakterize serebral
infarktiise neden olur. Klinikte bu durum “fei¢” (inme) olarak isimlendirilir. Beynin
etkilenen boliimiine bagl olarak inme sonucunda paralizi, bunama, korlitk veya diger
cesitli ciddi santral sinir sistemi bozukluklart gelisebilir.

3- Yiiksek basing hemen her zaman bobrekierde ¢ok odakli kanamalara neden
olmakta, buna bagli olarak bir gok bélge haraplasmakta ve sonucta bébrek yetersizligi,

tiremi ve §liime neden oimaktadir.



2.6.1. Renin-Anjiyotensin Sistemi

Basing  kontrolii ve hipertansiyondaki rolii: Bobrekler arter basincini
ekstraseltiler sivi hacmi degisiklikleri ile kontrol etme diginda cok giiglii baska bir
basing kontrol mekanizmasina da sahiptirler. Bu renin-anjiyotensin sistemidir. Renin
kiigiik, protein yapisinda bir enzim olup arter basinci ¢ok distiigiinde bdbreklerden
salimir. Renin bir cok yoldan arter basincinin artmasina neden olur ve baslangigtaki
basing diistisiintin diizeltilmesine yardimei olur. Reninin inaktif formu olan prorenin
bobreklerin jukstaglomertiler hiicrelerinde (JG hiicreler) sentez edilir ve depolanir. JG
hiicreler glomertillerin hemen proksimalindeki afferent arteriyollerin duvarinda bulunan
farklilagmus diiz kas hiicreleridir. Arter basinei diistiigiinde bobrek igerisinde gelisen
olaylar JG hiicrelerden bir ¢ok prorenin molekiiliiniin pargalanip renin saliverilmesine
neden olurlar. Reninin ¢ogu kan dolagimina gegerek tiim viicuda yayilirken bir béliimii
lokal sivi iginde kalarak bir bdbrek ici islevieri baslatir. Renin bir enzimdir ve siibstrati
olan anjiyotensinojen lizerine enzimatik bir etki ile 10-amino asitlik bir peptid olan
anjiyotensin  I'in  saliverilmesine neden olur. Anjiyotensin I orta derecede
vazokonstriktSr zelliklere sahip olup tek basina dolasim fonksiyonlarinda anlaml:
degisiklikler yapmaya yeterli degildir. Renin yaklastk 30 dakika kadar dolasimda
kalarak anjiyotensin I olugturmaya devam eder.

Anjiyotensin I, yapimindan birkag saniye sonra iki aminoasidini kaybederek 8-
amino asitli bir peptid olan anjiyotensin II haline gelir. Bu degisim hemen tamamen
kanin kiigtik akciger damarlarindan gegtigi birkag saniye iginde gergeklesir. Bu degisim
akciger damarlarinin  endotelinde bulunan bir déniistiiriici enzim  (anjiotensin
doniistiirticli enzim, ADE) tarafindan katalizlenir. Anjiyotensin-Il oldukg¢a giiglii bir
vazokonstriktér olup dolasim disinda da etkileri bulunmaktadir. Dolasgimda 1 ila 2
dakika kaldiktan sonra anjiyotensinazlar olarak adiandirilan, degisik dokularda ve kanda
bulunan enzimlerce inaktive edilir. Anjiyotensin-II dolagimda kaldig1 siire iginde kan
basincini iki ayri nedenle arttirir.

Bunlardan birincisi hizla olusan vazokonstriksiyondur. Vazokonstriksiyon
arteriyolerde oldukga giiglii iken venlerde daha az oranda meydana gelir. Arteriyollerin

kasilmasi periferik damar direncini arttirarak arter basincini yiikseltir. Venlerde
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meydana gelen orta dereceli kasilma ise kalbe vensz doniisii arttirarak, kalbin yiikselen
basinca kargi pompalama giictinii arttirir.

Anjiyotensinin arter basincim arttirict diger etkisi bobreklerden su ve tuz
atilimini azaltmak yoluyla ger¢ekiesir. Bunun sonucunda ekstraseliiler sivi hacmi yavas
yavas artmakta, bu da saatler ve giinler iginde arter basincimin yiikseimesine neden
olmaktadir. Bu ckstraseliiler sivi hacmi mekanizmalarina bagh olarak gelisen uzun
stireli etki arter basincinin normal seviyesine dondiiriilmesinde akut vazokonstriktdr
etkiden daha giigliidiir. Anjiyotensin bobreklerden su ve tuz tutulumasina iki yolla
neden olmaktadir.

I-Anjiyotensin direkt olarak bobrekler {izerinde etki gostererek su ve tuz
tutulmasina yol agar.

2-Anjiyotensin bobrekiistii bezlerinden aldosteron salgilanmasina neden olarak

bobrek tubuluslarindan su ve tuz geri emilimine neden olur.

2.6.2. insanda Esansiyel Hipertansiyon

Hipertansiyonlu insanlarin % 90 ila % 95’inde bulunan hipertansiyon, “esansiyel
hipertansiyon” olarak tamimlanmaktadir. Bu tamm kisaca hipertansiyonun bilinmeyen
nedenlerle ortaya giktigini belirtmektedir. Esansiyel hipertansiyonlu hastalarin cogunda
glicli bir kalitsal yatkinlik bulunmakta ve bu ézellik hipertansif hayvan tiirlerinde de
goriilmektedir. Ciddi esansiyel hipertansiyonun bazi karakteristik 6zellikleri sunlardir.

1- Ortalama arter basinci % 40 ila % 60 kadar yiikselmistir.

2- Esansiyel hipertansiyonun daha sonraki agir safhalarinda bébrek kan akim
normalin yarisina kadar diismiistiir.

3- Bobreklere ulasan kana karg direng 2-4 kez artmugtir.

4- Bobrek kan akimindaki biiyiik diigiise ragmen glomeriiler filtrasyon hizi
siklikla normale yakindir. Bunun nedeni hipertansiyondaki yiiksek arter basincinin
glomeriilierden bébrek tubuluslart igine yeterli filtrasyonu saglayabilmesidir.

5- Kalp debisi normale yakindir.

6- Total periferik direng arter basincinda oldugu gibi % 40 ila 60 kadar artmistir.

Son olarak esansiyel hipertansiyonlu kisilerde bulunan en énemli bulgu,
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7- Arter basinct yiiksek olmadikca bébrekler yeteri kadar su ve tuz atamazlar.
Baska bir deyisle esansiyel hipertansiyonlu kisinin ortalama arter basinct 150mmHg ise
arter basinci yapay olarak normal deger olan 100 mmHg'ye diisiiriiliirse (basing
distikligiinden baska bobrek fonksiyoniarint degistirmeden) tam anuri olusarak basing

eski seviyesi olan 150 mmIHg’ye dénene kadar su ve tuz tutulacaktir.

Esansiyel hipertansiyonda bdbreklerin normal basing diizeyinde yetersizlige
girerek hangi nedenle su ve tuz atamadiklari bilinmemektedir. Bununla birlikte
bobreklerde saptanan damarsal degisikiikler anormalligin damar kokenli oldugunu

diistindiirmektedir (160).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Perfiizyon deneyleri

Deneylerde Ankara Hifzisihha Enstitiisinden temin edilen 140-170 gr arasi
agirhikta, beyaz, disi Wistar siganlari kullanildi. Hayvanlar kafalarma vurulmak
suretiyle oldiiriildii. Abdominal kisim agilarak superior mezenterik arter hizla kaniile
edildi ve Krebs soliisyonundan (mM olarak: NaCl 118, CaCl, 2.5, MgSOy 1.2, NaHCOs
25, KHpPO4 1.2, glukoz 11, Na,EDTA 0.01) gegirildi. Daha sonra mezenterik damar
yatafinin ince barsakla olan tiim baglant: kisimlari dikkatli bir sekilde disekte edildi ve
vaskiiler yatak omentum ile birlikte gikartilip ceketli ve stirekli 37 derecelik isiyla sabit
tutulan bir cam hazneye alindi. Vaskiiler yatak peristaltik bir pompa vasitasiyla
(Peristar, WPI, Berlin, Almanya) sabit bir akim hiziyla (dakikada 5-5.5 ml) cam
rezervuardaki Krebs sollisyonuyla perfiize edildi. Asetilkolin ve sodyum nitroprussid
gibi bazi vazodilator ilaglar vaskiiler yataga yakin bolgedeki silikon perfiizata 10 il
hacimleriyle bolus enjeksiyon yoluyla verildi. Diger ilagiar ve ajanlar 37 derecelik 1sida
sabit tutulan ve siirekli olarak %95 O, ve %5 CO; ile gazlandirilan Krebs soliisyonu
icerisine eklenerek mezenterik damar yatagi perfiize edildi. Perfiizyon basincindaki
degisiklikler bir basing transduseri (COMMAT, Ankara Tiirkive) ile kaydedildi ve
Biopac “acquisition” sistemine (Biopac systems, Kaliforniya, Amerika Birlesik
Devletleri) aktarildi. 1 Saatlik dinlenme periyodundan sonra mezenterik damar
yatagimn perfiizyon basinct , fenilefrin (107-10* M) ya da endotelin-1’in (10"°-107 M)
kiimiilatif dozlariyla arttiriidi. Diger bir deney serisinde fenilefrin veya endotelin-1 ile
sabit bir perfiizyon basinci elde edildiginde, Rho-kinaz inhibitérleri olan, Y-27632 (107
°.10° M) ya da fasudil (10°-10"° M) kiimilatif dozlariyla uygulandi. Bazi deneylerde
diiz kas ve endotelyal fonksiyonunun kontrolii igin asetilkolin ve sodyum nitroprussid
(0.01 pg) bolus enjeksiyon yoluyla verildi. Endotelyumun uzaklastiriimasi, saponin
perfiizyonu (100 mg/l, 10 dakika boyunca) ile saglandi. Daha sonra vaskiiler yatak

saponin igermeyen normal krebs soliisyonu ile 1 saat perfiize edildi.
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3.2. Western Biot Deneyleri

Sicanlarin siiperior mezenterik arterleri siiratle izole edildikten sonra soguk
Krebs iceren bir petride yapiskan ve yag dokularindan temiziendi. Bunu takiben lizis
sollisyonu (Tris-HCI, pH: 7.4, 50 mM, NaCl 400 mM, EGTA 2 mM, EDTA 1 mM,
ditiyotreitol 1 mM, fenilmetilsiilfonil florid 10 pM, leupeptin, 10 pg/ml, pepstatin,
I pg/ml, benzamidin ImM) ile homojenize edildi. Daha sonra homojenat, lizise
ugramamis doku pargaciklart ve gekirdekleri ayirmak amaciyla +4 °C’de ve 2000 g’de
10 dk santrifiij edildi. Ustte kalan siv1 (siipernatant) alinarak &nce Lowry metoduyla
protein diizeyleri tespit edildi sonra Western blot analizi yapildi. Bu amagla, jel (%8’lik
poliakrilamid SDS) kuyucuklarina esit miktarda (100 pg) protein yiiklendi ve
elektroforeze tabi tutuldu. Daha sonra jelde siiriikienen proteinler, nitroselliiler
membrana transfer edildi (bir gece boyunca). Sonra membran, yagsiz siit tozu (% 5’lik
a/h) ve Tween-20 igeren (% 0.05°lik a/h) Tris tamponu ile (TBS-T) 1 saat bloklandi.
Bunu takiben primer antikor (ROCK-2, Poliklonal antikor, Santa Cruz Biotechology,
Kaliforniya, ABD, 1:500 diliisyon) ve “horseradish” peroksidaz ile konjige edilmis
sekonder antikor ile muamele edildi. Blotiar, kemiliiminesans yontemiyle (Amersham

Biosciences, Freiburg, Almanya) analiz edildi.

3.3. Kimyasal Ajanlar

(+)-(R)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-pridil) sikloheksankarboksamid dihidrokloriir
monohidrat (Y-27632), fasudil (HA-1077) ve endotelin-1 Tocris firmasindan (Tocris
Cookson Ltd, Bristol, Birlesik Krallik), L-fenilefrin hidrokloriir, asetilkolin, ve
anjiotensin-2 Sigma firmasindan (St. Louis, Amerika Birlesik Devletleri), ROCK-II
primer antikoru ve sekonder antikor Santa Cruz Bioteknoloji’den, kemiliiminasans kiti
ise Amersham Bioscience sirketinden (Freiburg, Almanya) satin alindi. Organ
banyosunda kullanilan tiim kimyasal ajanlar distile su veya Krebs soliisyonu icinde

¢Oziinduriildii.
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3.4. Sonuciarin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analiz

Tim sayisal degerler, ortalamatstandart hata olarak ifade edildi. Perfiizyon
basinci mmHg olarak, gevseme yamitlari ise vazokonstriktor ajanin olusturdugu
kasiimanin % azalmas: olarak ifade edildi. Karsilagtirma i¢in, tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve bunu takiben Bonferroni post hoc testi ya da Student ¢ testi kullamildi.
0.05’den kiictik P degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tiim
degerlendirmeler ve grafik gizimleri bilgisayar ortaminda Graph-Pad Prism programi

(San Diego, ABD) ile yapild:.
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4. BULGULAR

4.1. Fenilefrin ve Endotelin-1 (ET-1)’in perfiizyon basinci fizerindeki etkileri

ET-1 (107%-107 M) ve fenilefrin (107-10* M) mezenterik damar yataginda
konsantrasyona bagimli  bir sekilde vazokonstriksiyon olusturdu. 107 M
konsantrasyonda fenilefrin perflizyon basincinda herhangi bir artis géstermezken
(1.0+0.3 mm Hg) ayni dozda endotelin-1 ile 152.2 +19.2 mm Hg diizeyinde perfiizyon
basinct elde edildi. Bu da endotelin-1'in vazokonstriksiyon olusturmada daha potent bir

ajan oldugunu gosterdi (P<0.001, Sekil-2).

4.2. Rho-kinaz inhibitérierinin (Y-27632 ve fasudil) perfiizyon basmnei iizerindeki

etkileri

Rho-kinaz inhibitérleri konsantrasyon bagimli tarzda vazodilatasyon olusturdu.
Y-27632 ve fasudil’in konsantrasyon/cevap egrileri arasinda potens ve efikasite
bakimindan bir farklilik goriilmedi (Sekil-3, 4). 107 M Y-27632 ile olusturulan
maksimum vazodilatasyon, % 85.8+3.7 iken, fasudil ile olan ise % 86.2+3.8 idi. Diger
taraftan Y-27632 ve fasudil, fenilefrine gore perfiizyon basinglari ET-1 ile arttirilan

damar yataklarinda daha az gevgeme olusturdu (Sekil-5).

4.3. Saponin perfiizyonunun asetilkolin ve Y-27632 ile olusturuian vazodilatasyon

tizerine etkisi

Saponin perfiizyonu (100 mg/l, 10 dakika boyunca) mesenterik damar yataginin
endotelyum tabakasmi uzaklastirmistir ve saponin perfiizyonundan gegirilmis damar
yataginda, asetilkolin gevsemeleri ¢ok belirgin bir sekilde azalmistir (Sekil-6). Kontrol
dokuda asetilkolinin (0.01 ug) indiikiedigi gevseme, % 52.4+3.7 iken, saponin

perfiizyonundan sonra % 3.7 + 2.2 oraninda gevseme gerceklesmistir (P<0.001). Buna

43



karsilik, endotelyumun uzaklastirilmast Y-27632 ile olusturulan  vazodilatasyon

tizerinde anlamli bir etki gdstermedi (Sekil-7).

4.4. Sican mezenterik arterinde Rho-kinaz ekspresyonunun Western blot analizi ile

gosterilmesi

Western blot analizi, sican mezenterik arter homojenatlarinda yakiasik 160 kDa

molekiil agirliginda olan Rho-kinaz enzimini eksprese edilebildigini gostermistir (Sekil-

8).
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Sekil-1: Reseptor stimillasyonu ve Rho/Rho-kinaz sinyalizasyon yolagmm aktivasyonu. Gq ve G,
Heterotrimerik G proteinleri, PLC: Fosfolipaz C, DAG: Diasilgliserol, PIP,: Fosfoinozitid difosfat, CaM:
kalmodulin, MLC: Myozin hafif zinciri, MBS: Myozin baglayici alt {inite, MP: Myozin fosfataz, SR:
Sarkoplazmik retikulum, MLCK: Myozin hafif zincir kinazi, P: Fosfor, GEFs: Guanin niikleotidi deis-tokusunu

saglayan faktérler, CPI-17: Myozin fosfatazi inhibe eden bir protein. (+) isareti stimiilasyonu, (-) isareti ise
inhibisyonu gostermektedir.
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Perfiizyon Basinci (mm

Sekil -2: Sigan mezenterik damar yataginin perfiizyon basinci iizerinde endotelin-1 (107°-10"7 M, kiimiilatif dozlanyla) ve fenilefrinin (10°
7.10™ M, kiimiilatif dozlariyla) olusturdugu vazokonstriktdr yanitlar. Endotelin-1, fenilefrine oranla daha diisiik dozlarda vazokonstriksiyon
olusturdu. Veriler, ortalama =standart hata olarak ifade edildi. Bu grupta kullamlan preparat sayisi 6 ve 9 idi.
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Sekil-3: Sigan mezenterik damar yataginda Y-27632 (10°%-10 M, kiimiilatif dozlariyla) ile olusturulan vazodilator yanitlar. o agonist olan
fenilefrin ve ET reseptdr agonisti olan endotelin-1 ile arttinlan perfiizyon basinei tizerinde Y-27632 farkli diizeyde vazodilatasyon
olusturdu; soyle ki, Y-27632, fenilefrinin inditkledigi kasiimaya oranla endotelin-1 ile olusturulan kasima iizerinde daha az gevseme
meydana getirdi. Veriler, ortalamatstandart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilagtirma icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
bunu takiben Bonferroni post hoc testi kullanilmistir. *: P<0.03, *#¥P<0.0001. Bu grupta kullanilan preparat sayis1 6 idi.

47



100+
—&— Fenilefrin

=
(=] i
> —— Endotelin-1
&
K
T 50
N
«
>
o
O i T T T 1

-9 8 -7 -6 5 -4 43
Log [Fasudil]

Sekil-4: Sigan mezenterik damar yataginda Fasudil (10-10"° M, kiimiilatif olarak) ile olusturulan vazodilatasyon. & agonist olan fenilefrin
ile ET reseptor agonisti olan endotelin-1 ile arttirilan perfiizyon basine: iizerinde fasudil farkl diizeyde vazodilatasyon olusturdu. Bu Rho-
kinaz inhibitorti, fenilefrinin inditkledigi kasiimaya oranla endotelin-1 ile olusturulan kasilma iizerinda daha az gevseme meydana getirdi.
Istatistiksel karsilagtirma igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve bunu takiben Bonferroni post hoc testi kullanilmistir. **#: P<0.0001.
Veriler, ortalama +standart hata olarak ifade edildi. Bu grupta kullanilan preparat sayisi 4 idi.
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Sekil-5: Izole sican mezenterik damar yataginda fenilefrinle (soldaki panel) ve endotelin-1 (sagdaki panel) ile arttirilmig perfiizyon basinci
tizerinde Rho-kinaz inhibitérleri Fasudil ve Y-27632nin olusturdugu vazodilatasyonun karsilastirimasi. Fenilefrinle arttirilmis perflizyon
basinci lizerinde degil ancak, endotelin-1 ile arttirilmus perfiizyon basiner tizerinde daha selektif bir Rho-kinaz inhibitérii oldugu bilinen Y-
27632 daha fazla vazodilatasyon gergeklestirdi. Veriler, ortalamazstandart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel kargilastirma igin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve bunu takiben Bonferroni post hoc testi kullanilmistir. Bu grupta kullanilan preparat sayisi 4-7 idi. *: P<0.05,

*k P<0.01;
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Sekil-6: Endotelyumun uzaklagtmlmasimin Asetilkolin ile indiiklenen vazodilatasyon iizerine etkisi. Izole sican mezenterik damar
yataginda endotelyumu uzaklagtirmak igin damar yatagi, 100 mg/l konsantrasyonunda saponin igeren Krebs soliisyonu ile 10 dakika
boyunca perfiize edildi. Fonksiyonel endotelyumun varligi asetilkolinin 0.01 pg bolus enjeksiyonu ile test edildi. Saponin perfiizyonu
sonucu asetilkolin ile gergeklesen vazodilatasyon anlamli bir sekilde azaldi. Veriler, ortalamazstandart hata olarak ifade edildi. istatiksel
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analiz olarak student ¢ testi kullamldi. Bu grupta kullanilan preparat sayis1 4 idi. ***: P<0.001. E(-): endotelyum yokken, E(+): endotelyum

varken.
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Sekil-7: Fonksiyonel endotelyum varhiginda ve saponin perfiizyonu sonucu (100 mg/l, 10 dakika boyunca) sigan mezenterik damar
yataginda endotelyumun uzaklastinlmasindan sonra Y-27632"nin olusturdugu vazodilatasyon. Endotelyum varliginda ya da yoklugunda Y-

27632 ile olusan gevseme cevaplan arasinda anlamli bir fark olusmadi. Veriler, ortalama-+standart hata olarak ifade edildi. Istatiksel analiz
igin tek yonliit ANOVA testi kullanilmistir. Bu grupta kullanilan preparat sayisi 4 idi. E(-): endotelyum yokken, E(-+): endotelyum varken.
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Sican mezenterik
arteri

Sekil-8: Western blot analizi, sigan mezenterik damar yatagimn Rho-kinaz (ROKa, ROKP) enzimini eksprese edebildigini gdsterdi.
Mezenterik arter homojenatlart %8lik poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Daha sonra siiriiklenen proteinler, nitroselliiloz bir

membrane transfer edildi. Membran ECL gériintilleme kitinin bloklama ajani ile bloklandi. Daha sonra membran, nce ROKa’ya karg
gelistirilmis primer bir antikor ve sonra buna 6zgii sekonder antikor ile muamele edildi. Bunu takiben ECL goriintiileme kiti yardimiyla

protein bantlar1 bir film iizerinde gériinebilir hale getirildi.
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Tablo-1: Rho/Rho-kinaz yolagmmn patolojik olaylardaki rolleri

Hastalik

Buiguiar

Hipertansiyon

Spontan hipertansif sicanlarin vaskitler diiz kas hiicrelerinde agonistle indiiklenen Ca®*
duyarlagmasi artmistir. Rho-kinaz spontan hipertansif siganlarda, hipertansiyon
olusumundan hemen ¢nce “upregiile” olmustur. Y-27632 .,bazi hipertansif sican
modellerinde hipertansiyonu diizeltir. insanlarda fasudil 6n kol kan akimin artinr ve
vaskiiler direnci diigtiriir. Biitiin bunlari hipertansif hastalarda, normotansiflerden daha
fazla yapar.

Y-27632, kopekierde yapilan  deneysel subaroknoid hemorajide  arteriyel
hiperkontraksiyonu artmis Rho-kinaz aktivitesini ve MHZ fosforilasyonunu onlemistir.
Serebral - s . “ i »
Siganlarda deneysel subaroknoid hemoraji RhoA ve Rho-kinazlarin “upregiilasyonuna
vazospazm e ’ o : 3
neden olur. Fasudil insanlarda subaraknoid hemoraji sonrasi vazospazmi.azaltir
(anjiografik sonuglara gore).
Fasudil ve Y-27632, interiokin-1p ile ontedavisi yapilmis domuz koroner arterlerinde
agonistle indiiklenen hiperkontraksiyonu ve MHZ fosforilasyonunu onler. Fasudil
L interlokin-1B 6n tedavisi ile aterosklerotik lezyonlari azaltir. Fasudil, kdpek efor
Vazospazm ulte 5 2 iy o OB

anjinasinda myokardiyal iskemiyi onler. Fasudil, insanlarda asetilkolin ile indiiklenen
koroner spazmi inhibe etmistir.

Bronsiyal astim

C3 cksoenzimi havayolu duyarlihigi olan hayvanlarda asetilkolinle indiiklenen Ca®*
duyarlihigmni ve Rho aktivasyonunu onler. Y-27632 inhalasyonu kobaylarda asetilkolin ya
da ovalbuminle indiiklenen akciger direnci artigini inhibe eder.

Preterm labor

Hamilelik boyunca Rhokinaz ekspresyonu artmistir. Y-27632 hamile sigan uterusundaki
oksitosin ile indiiklenen uterin kasilmalarini inhibe eder. Hamile insan uterusunda Y-
27632 oksitosin ile indiiklenen kasiimalari ve spontan durumu inhibe eder.

Erektil
Disfonksiyon

Y-27632 intrakavernozal basinci ve penis ereksiyonunu arttirir.

Kiiltiirs yapilmis insan trabekitler ag ve schlemm kanali Y-27632"ye yanit olarak hiicre

proliferasyonu

Glokom monolayer permeabilitesinde artiy gostermistir. Tavsan goziine Y-27632 uygulamasi
intraokiiler basinci azaltmakta ve goz i¢i sivisinin tahliyesini arttirmaktadir.
Vfgﬁu}l]eﬁrczuz Rho-kinazin dominant negatifleri ve fasudilin, interltkini-p ile 6n tedavisi yapilan domuz

koroner arterinde aterosklerozis benzeri lezyonlari 6nlemistir.

disfonksiyon

Myokardiyal |C3 eksoenzimi ,dominant negatif Rho-kinaz veY-27632 kiiltiirit yapilmis neonatal sigan
hipertrofi kardiyomyositlerinin agonistle indiikienen hipertrofiyi inhibe eder.
= Dominant negatif Rho-kinaz mutantiari ve Y-27632 bazi modellerde tiimor bityiimesini
Malignoma
ve metastazi azaltir.
Endotelyal C3 eksoenzimi sigir endotelyal hiicrelerinde preproendotelin ekspresyonunu azaltir. C3

eksaoenzimi ve Y-27632 insan umbilikal endotel hiicrelerinde trombin ile indiiklenen
eNOS “downregiilasyonunu” dnler

Wettschureck ve Offermanns (2001) dan alinmistir.
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5. TARTISMA

Bu calismada izole sican mezenterik damar yataginda iki farkli agonist olan
fenilefrin ve endotelin-1 ile arttirilan perfiizyon basinei iizerinde Rho-kinaz inhibitérleri
olan Y-27632 ve fasudilin etkilerini arastirdik. Daha sonra andotelyumun
uzaklagtinlmasinin Y-27632 ile indiiklenen vazodilatasyonu nasil etkiledigi arastirildi.
Bunlara ek olarak mesenterik arterdeki Rho-kinaz ekspresyonunu Western blot teknigi
ile belirledik.

Rho/Rho-kinaz. yolagindaki aktivasyonun artmis vakiiler direncin olast
nedenlerinden birisi olabilecegi bildirilmektedir (100). Dolayisiyla bu yolagin Y-27632
gibi selektif Rho-kinaz inhibitérleri ile maniiplasyonu, kan basincinin diizenlenmesine
yardimei olabilir. Bu ¢alismada gerek fasudil ve gerekse Y-27632, mezenterik damar
yatafinda endotelyumdan bafimsiz olarak vazodilatasyon olusturdu. Tki inhibitsr
arasinda potens ve efikasi bakimindan fark yoktur. Y-27632"nin Rho-kinazi fasudile
gore daha spesifik inhibe cttigi daha dnceden gosterilmistir. (164). Ancak fenilefrinle
arttinlmus  perfiizyon basinct {izerinde her iki Rho-kinaz inhibitéri de ayni
konsantrasyonda olusturduklari vazodilatasyon arasinda bir fark goriilmedi. Diger
taraftan endotelin-1 ile arttirilan perfiizyon basine iizerinde aym konsantrasyonlarda Y-
27632 fasudil’e gore daha fazla vazodilatasyon gerceklestirdi. Fenilefrine oranla
perfiizyon basinci endotelin-1 ile arttirtian damar yataklarinda, iki inhibitér de daha az
vazodilatasyon olusturdu. Bu da, o adrenerjik reseptdrierin - ve  endotelin-1
reseptorierinin Rho/Rho-kinaz yolagiyla farkit diizeyde kenetlenmis olabilecegini
gosterir. Endotelin-1, Rho-kinazin asirt derecede aktivasyonuna neden olabilir ve
béylece Y-27632, daha az gevseme yaniti meydana getirebilir. Oysa, olaya diger
taraftan bakildiginda, endotelin-1 ile arttirilan perfiizyon basincinin olusmasinda
Rho/Rho-kinaz yolaginin katkist belki daha az ve bundan dolay: Rho-kinaz inhibitorleri
endotelin-1 ile perflizyon basinci artirilmis damar yataklarinda daha az gevseme yaniti
gostermis olabilir. Yine de, bu iki reseptdriin Rho/Rho-kinaz yolagi ile kenetlenme
verimliligini ortaya koymak i¢in, bu ajanlarin varliginda Rho-kinaz enzim ekspresyon

ve aktivasyon derecesinin arastirildig1 deneylere ihtiyag vardir.
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Endotelin reseptérlerinin baslica 2 tipinin oldugu bilinmektedir. Bunlar, ET, ve
ETy reseptorleridir, ve her iki reseptér de G proteinleri ile kenetlidir (165). Ilging
olarak, diiz kas membraninda bulunan eksitatdr endotelin reseptérierinin (esasen ET, ve
ETgy) fosfolipaz C ve kalsiyum girisi gibi reseptor-sonrasi olaylara ek olarak, ayrica
Rho-sinyalizasyonu ile de iliskili oldugu tespit edilmistir (166, 167). Diger taraftan
vaskiiler diiz kasin endotelin-1"i ve endotelin-i-reseptér kompleksini kendi igine
alabildigi ve boylece saatler boyu siiren ET-1 kasilmasinin bu olaya bagit oldugu
bildirilmistir (168). Bu durum, belki de Rho-kinaz inhibitorlerinin neden ET-1

kasiimalarini daha az inhibe ettigini agiklayabilir.

Rho/Rho-kinaz sinyalizasyonun vaskiiler diiz kas kasilmasindaki fizyolojik
kontrolii arastinimistir ve bu yolagin pulmoner vazokonstriksiyonda (169), sicanlarda
mineralokortikoid ile indiiklenen hipertansiyon sonucu artmis vaskiiler reaktiviteye
(18), serebral vazospazma (11) neden oldugu gésterilmistir. Dahast nitrik oksid (NO)
sentaz inhibisyonu ile kronik hipertansif yapilmis sicanlarin arterlerinde o agoniste
olan kontraktil aktivite RhoA aktivasyonu iizerinden artmistir. (170). Endotelyumun
uzaklastirilmas: Y-27632 ile olusturulan gevseme yanitlarini degistirmedi ve bu da
vazodilatasyonun endotelyum varligina bagl olmadigim gostermektedir. Bununla
uyumlu olarak, sigan kuyruk veninde Y-27632’nin indiikledigi vazodilatasyonun da,
endotelyumun uzaklastirilmasina ragmen defismedigi tespit edilmistir (171). Ancak
diger taraftan, sican aortasinda endotelyumun uzaklastiriimasiyla Y-27632 ile
indiiklenen gevseme yamti zayiflamistir (172). Bu ¢alismada endotelyumun varliginda
ve yoklugunda Y-27632’ye karsi olusan degismemis vazodilatasyon, kullanilan damarin
6zelliginden kaynaklanabilir. Sigan aortasinda Y-27632, endotelden 6nemli bir parakrin
mediyatér olan nitrik oksid (NO) saliverirken, mezenterik damar yataginda NO’in
vaskiiler reaktiviteye katkisi, endotel-kaynakli hiperpolarizan faktér (EDHF) yaninda
daha azdir (173). Dolayisiyla, Y-27632 belki de endotelyumdan kendi gevsemesini
gliclendirecek kadar NO saliverememekte ve bundan dolayi endotelyumun

uzaklastirilmas: onun gevsetici etkisini pek fazla degistirmemektedir.



Calismamizdan elde edilen bir diger bulgu da, sigan mezenterik arterinde Rho-
kinaz (ROKa, ROCK-II) ckspresyonunun Western blot teknigi ile ilk defa

gosterilmesidir.

Sonug olarak, Rho-kinaz proteini mezenterik arterde eksprese edilebilmektedir
ve bu damarin agonistle indiiklenen kasiimasina aracilik edebilir. Dahasi Rho-kinaz
inhibitorlerinin vazodilator etkisi intakt endotelyuma bagl degildir. Ayrica, endotelin-1
ve a-adrenerjik reseptdrieri Rho-kinaz sinyalizasyonuyla farkli diizeylerde iligkili
olabilir. Diger taraftan bu ¢aligmadan eide edilen bulgular, Rho/Rho-kinaz
sinyalizasyon yolagmin vaskiiler tonusun diizenlenmesine karistigi ve inhibitérlerinin
hipertansiyon, vazospazm, ateroskleroz gibi bazi kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde terapétik potansiyelleri olabilecegine iliskin daha onceki cahismalara (174)

destek vermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, kalsiyum duyarlastirict bir protein olan Rho-kinazin mezenterik
arterde eksprese edildigini ilk kez biz gosterdik. Bu enzim olasilikla mezenterik arter
yataginin perfiizyon basicinin kontroliine katki saglamaktadir. Rho-kinaz inhibitorleri
potansiyel antihipertansif ajanlar gibi gériinmektedir. Ancak inhibe ettigi enzimin
hemen hemen tiim kontraktilite 6zelligi gésteren yapilarda eksprese ediliyor olmasi ve
bu yapilarin kasilma mekanizmalarinda muhtemelen rol aliyor olmasi, bu inhibitérierin
kullanimint kisitlayabilir. Ancak Rho-kinaz enziminin dokular arasi ekpresyonunun ve
kasilma yanitlarindaki katkisinin az ya da ¢ok olmasi bu inhibitérlerin nisbi selektivite
gosterme sansti ve dolayisiyla terapdtik ajanlar olarak kullanilma ihtimalini
giiclendirebilir. Biitlin bunlarin tam olarak ortaya konulmasi i¢in daha fazla ve ileri

calismalara ihtiyac vardir.
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