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OZET

Bu ¢alismada streptozotosin (100 mg/kg/giin, 2 giin) ile indiiklenen diyabetik farelerin
cesitli dokularinda (aort, kavernoz ve gastrik fundus) Rho kinaz inhibitérleri Y-27632 ve fasudile
kars1 gelisen gevsetici cevaplardaki olas1 degisiklikler arastirildi. Cevre dokulardan tamamen
temizlenerek hazirlanan dokular, Krebs soliisyonu igeren sicakligi 37 “C’de sabit tutulmus, % 95
O, ve % 5 CO; karisimiyla siirekli olarak gazlandirilan bir banyo ortaminda 0.5 gram 6n gerim
altinda asild1 ve dengelenme periyodu olarak bir saat beklendi.

Aort ringlerinde 10° M fenilefrinle kasiimay: takiben asetilkolin (10°-10* M), ile elde
edilen gevseme yanitlar1 diyabetik aortta belirgin olarak baskilanmisti, oysa sodyum nitroprusiyat
(10°-3x10® M), papaverin (10%-10* M) ile gevseme yamtlar1 kontrole gore degisiklik
gostermedi. Diyabetik aortta, Y-27632 (108-10° M) ve fasudil (10%-10* M) gevseme yanitlari
degismemisti. Y-27632’nin kontrol ve diyabetteki pECsy degerleri sirasiyla 6.24+0.09 ve
6.22+0.07 (P>0.05) iken fasudilin aym1 dokudaki pECsy degerleri ise 5.56+0.07 ve 5.46+0.07
(P>0.05) idi.

Kavernéz doku 5x10° M fenilefrinle kastirildi ve diizenli bir kasilma diizeyi elde
edildikten sonra sirasiyla 1, 2, 4, 8 ve 16 Hz frekansinda (0.5 ms, 40 V) elektriksel saha
stimiilasyonu (ESS) 2 dakika araliklarla 15 sn boyunca uygulanarak gevseme yanitlar elde edildi.
Ayrica 6n kastirlmis dokularda asetilkolin (107°-3x10° M), fasudil (10°-3x10™ M) ve Y-27632
(10%-3x10®° M)’e ait gevseme yamtlari da kaydedildi. Diyabetik kavernéz dokuda ESS ve
asetilkolin ile indiiklenen gevseme yanitlari belirgin olarak baskilanirken, Y-27632 ve fasudil
yanitlart degismemisti.

Diyabetik ve kontrol gastrik fundus seritlerinde karbakoliin kiimiilatif (10°-10° M)
uygulanmasiyla konsantrasyon-cevap egrileri elde edildi. Kasilma egrileri kuvvet (mN) olarak
ifade edildiginde karbakol kasilmalarinin diyabette 6nemli dl¢lide baskilandigr bulundu. Buna
karsilik Rho kinaz inhibitorlerine verilen gevseme yanitlar1 diyabetik dokularda degismemistir.
Ayrica bu inhibitorler varhiginda karbakole olan kasilma cevaplari, kontrol dokulari ile
karsilastirildiginda, diyabetik dokularda 6nemli bir degisiklige ugramamustir.

Sonu¢ olarak diyabette Rho/Rho-kinaz sinyalizasyon yolagmin "upregiile" oldugu
bildirilmis olmasina ragmen bu enzim inhibitdrlerine karsi cesitli dokularda (aort, kavernoz ve

gastrik fundus) olusan fonksiyonel cevaplarin degismedigi tespit edilmistir.



Anahtar kelimeler

I-Diyabet 11-Rho kinaz I11-Aort 1V-Korpus kavernozum V-Gastrik fundus

ABSTRACT

Possible alteration in the relaxant responses to Rho-kinase inhibitors, Y-27632 and fasudil
was examined in the isolated aorta, corpus cavernosum and gastric fundus obtained from
streptozotocin-induced (100 mg/kg/day, 2 days) diabetic mice. The tissues were cleaned off
adherent tissues and placed in organ chambers maintained at 37° C, filled with the Krebs-
bicarbonate solution gassed with 95 % O, and 5 % CO,. All preparations were equilibrated for 1

h, under an initial tension of 0.5 g.

After, a steady state of contraction was obtained with 10° M phenylephrine (Phe),
acetylcholine (ACh, 10°-10* M) evoked relaxation was markedly suppressed in diabetic aorta;
however, relaxant responses to fasudil (10%-10* M) and Y-27632 (10®-10" M) were not altered.
PECso values for Y-27632 were 6.22+0.07 M in diabetic and 6.24+0.1 M in control aorta
(P>0.05), respectively. pECsp values for fasudil were 5.48+0.087 in the diabetic and 5.57+0.08 in
control aorta (P>0.05), respectively. Similarly, neither sodium nitroprusside (10°-3x10°® M) nor
papaverin (108-10* M) induced relaxation was modified in diabetic aorta.

Cavernosal strips were precontracted with 5x10° M Phe. Thereafter, electrical field
stimulation (EFS, 0.5 msec, 40 V; 1, 2, 4, 8, 16 Hz) was performed with 2 minutes interval for 15
seconds. In addition, ACh (10°-3x10°° M), fasudil (10°-3x10™° M) and Y-27632 (10°-3x10° M)
induced relaxation were also obtained. ACh and EFS-induced relaxations were markedly
suppressed in diabetic cavernosal strips; however, relaxant responses to Y-27632 and fasudil
were not altered.

In the gastric fundus, carbachol (CCh, 10°-10"° M)-induced contraction was suppressed in
diabetes when expressed as mN but not as mN/g tissue weight. However, the relaxant responses
to Y-27632 (108-10" M) and fasudil (10°®-3x10™ M) were not modified in diabetic strips when
compared to the control ones. Neither were the responses to the incubation of the strips changed
except that Y-27632 incubation further depressed the CCh-induced contraction when the

responses were expressed as mN of force.



These results may indicate that the functional responses to the Rho-kinase inhibitors are
not altered in different kind of tissues from streptozotocin-diabetic mice, although it has been
reported that Rho/Rho-kinase signalling could be upregulated in diabetic vascular smooth

muscle.
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1. GIRIS ve AMAC

Diyabet insiilin hormon sekresyonunun ve/veya insiilin etkisinin mutlak veya goreceli azligi
sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol agan kronik
hiperglisemik bir grup metabolizma hastaligidir (160). Diyabet bu hastalikla baglantili
mortalite ve morbiditeden sorumlu koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, serebrovaskiiler
hastalik, nefropati, retinopati, tromboz, iskemi ve kan akiminin azalmasi ve noropati gibi agir
kardiyovaskiiler komplikasyonlarla baglantilidir (90). Diger taraftan diyabetli kisilerde
gastropati ve erektil disfonksiyon da O©nemli komplikasyonlardir. Diyabetik erektil
disfonksiyonlu kisiler i¢in ana risk faktorleri otonomik noropati, vaskiiler yetersizlik, ve

hipertansiyondur (3, 51).

Diyabetik hayvanlarin vaskiiler diiz kaslarinin, vazokonstriktor ajanlara karsi duyarlik
artis1 olusturabilecegi bildirilmis olmasina ragmen azalmis ve de8ismemis cevaplar da rapor
edilmistir (108). Bu artan kasilmalar, sitoplazmik serbest Ca® artisindan ziyade, artmis Ca*
duyarlhigina baglanabilir (2, 43, 157). Kiigiik molekiil agirlikli bir GTPaz olan Rho ve onun alt
inici efektdrii Rho kinazin, Ca?* duyarliginda rol aldig: bildirilmistir. Bu duyarlasma, myozin
hafif zincirinin fosforilasyonu sonucu, kasilmanin sitoplazmik serbest Ca?* diizeyi
degisikliklerinden bagimsiz olarak diizenlenmesi seklinde tanimlanmistir (135). Diger taraftan
diyabette mitojenle aktive olan protein kinaz ve Rho kinaz gibi sinyal iletim yollarinda bazi
degisiklikler olabilir. Bu degisiklikler, artmis kasilma, hiicresel proliferasyon, sitokin liretimi ve
permeabilite artisinda rol oynayabilir (61, 82). Streptozotosinle indiiklenen diyabetik ratlarin
baziller arterlerinde Rho’nun transkripsiyonel diizeyde arttig1 ve aktive oldugu bildirilmistir (91).
Sonug olarak Rho/Rho-kinaz sinyal yolagi diyabette artmis olan hipertansiyon ve ateroskleroz
gibi kardiyovaskiiler hastalik riskiyle iliskili olabilir (126).

Diyabette bu yolagin aktive oldugu (151) bulgusundan hareketle, streptozotosinle
indiiklenen diyabetik farenin izole aortunda Rho kinaz inhibitorleri olan Y-27632 ve fasudile

cevaplarin nasil degisecegini arastirdik.



Diyabetik erektil disfonksiyonlu hastalardan izole edilen korpus kavernozumda hem
norojenik hem de endotelyal gevsemeler bozulmustur. Benzer sonuglar alloxanla indiiklenen
diyabette de acik olarak goriilmiistiir (139). Diger taraftan, Rho/Rho-kinaz yolagmin erektil
fonksiyonlarda da rol oynadigi ve Rho kinaz inhibitorlerinin gerek in vitro ve gerekse in vivo
olarak ercksiyona neden oldugu bildirilmistir (93, 121, 32). Kavernozal diiz kaslar1 innerve eden
nitrerjik sinirler, elektriksel uyariyla nitrik oksid saliverirler. Nitrik oksid vazodilatasyondan ve
boylece penis ereksiyonundan sorumlu ana noérotransmitterdir. Noronal salgilanma disinda nitrik
oksid ayni zamanda kavernozal dokunun endotel hiicrelerinden de saliverilir (21). Bununla
birlikte anjiyotensin Il, noradrenalin ve fizyolojik olarak nitrik oksidin antagonisti olarak kabul
edilen endotelin-1 gibi damar kastiricilarinin inhibisyonu da penis ereksiyonuna neden olabilir
(32). Bu damar kastiricilar kiigiik GTPaz Rho ve onun alt inici efektorii olan Rho kinazi aktive
eden reseptorlerini stimiile ederler (111, 121, 155). Bu sinyal yolag: intraselliiler serbest
kalsiyumdan bagimsiz olan, myozin hafif zincir fosforilasyonu ve kasilma giiciiniin diizenlenmesi
olarak tanimlanan Ca®" duyarliginda rol oynayabilir (135). Rho kinazin insan ve tavsan korpus
kavernozumunda eksprese edildigi ve ayrica Rho kinazin antagonize edilmesinin, rat penil
ereksiyonunu stimiile ettigi bildirilmistir (122, 32, 93). Diyabet, olasilikla endotelyal
disfonksiyon iizerinden nitrik oksid aracili vazodilatasyonda bir bozukluga neden olur (65).
Ayrica diyabetik tablonun, rat kavernozal diiz kaslarda nitrerjik norotransmisyonu da zayiflattig
bildirilmistir (156, 51). Ratlarda streptozotosin ile indiiklenen diyabet, ayni zamanda,
kavernozlar1 gevsetici etkisi olan prostaglandin I, (prostasiklin) sentezinde de belirgin bir

inhibisyon olusturur (77).

Bir Rho kinaz inhibitérii olan Y-27632 penil ereksiyona neden olmasina ragmen,
diyabetik korpus kavernozum iizerine etkileri heniliz ¢alisiilmamistir. Bu bakimdan biz iki Rho
kinaz inhibitorii olan Y-27632 ve fasudile gevseme yanitlarinin streptozotosin-diyabetik fare
korpus kavernozumunda nasil degistigini aragtirdik.

Diyabette etkilenen bir diger sistem gastrointestinal sistemdir. Diyabetik durum, disfaji,
abdominal agr1, mide bulanmasi, kusma, malabsorbsiyon, fekal inkontinans, diyare ve parezi gibi
gastrointestinal komplikasyonlara neden olur (159). Diyabetin ge¢ donem komplikasyonlarindan
biri de diyare, dispepsi, hipoklorhidri ve gastropareziyi iceren gastroenteropatidir (100). Baska
bir komplikasyon da midenin atonik dilatasyonudur (60). Diyabetik gastroparezi, gastrik

bosalmada gecikmedir ve bunun altinda yatan mekanizmalar kompleks goriinmektedir ve tam



olarak anlasilamamistir. Ancak otonomik noropati ve barsak hormonlarindaki anormalliklerin ana
rol oynayabilecegi goriinmektedir (97). Diyabetik hayvanlarda gastrik bosalmanin, nitrik oksid,
vazoaktif intestinal polipeptid, ATP ve sodyum nitroprussiyat ile indiiklenen gevsemeler degil
fakat, nitrerjik sinir aracili gevsemelerin bozuldugu bildirilmistir (102, 66, 74).

Rho GTPaz ailesinin {iyeleri hiicre yiizeyi reseptorleri ile kastirict aparat arasinda yer alan
diizenleyici proteinlerdir (88). Rho kinaz intestinal diiz kaslarda myozin fosfataz aktivitesini
diizenleyerek, myozin fosforilasyonu ve kasilmada 6nemli rol oynar (140). Diiz kas veya diger
hiicrelerin yiizeyinde yerlesmis olan muskarinik reseptorlerin karbakol ile aktivasyonu, kiigiik
GTPaz Rho ve onun alt inici efektorii olan Rho kinazi igerir (112, 94). Diyabetik gastrointestinal
dokularda fundal, pilorik gevsemelerin ve ayrica elekriksel aktivitenin zayifladigi bildirilmistir
(80). Ayrica gastrik fundus, distansiyona cevap olarak yeterince gevseyememektedir (117). Bu
azalmis adaptif gevsemenin enterik noéronlardan azalmis ndronal input ve azalmis inhibitor
kavsak sonrasi potansiyellerden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (158). Ayrica, eksitator
ndrotransmiterlere olan sinyaller de diyabetik durumlarda zayiflamistir.

Sonug olarak diyabetik gastrointestinal dokularda hem gevsetici hem de kastiric1 aktivite
kiintlesmis olabilir. Biz de bu ¢alismada, diyabetin Rho/Rho-kinaz yolagi iizerinde olas1 etkilerini
inceledik. Bu amagla diyabetik gastrik fundal diiz kasinin Rho-kinaz inhibitorleri olan Y-27632
ve fasudile olan gevsetici etkilerindeki olasi degismeyi arastirdik. Ayrica, bu inhibitorlerin

varliginda karbakole olan kontraktil aktivitedeki olas1 degismeleri inceledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabetin tarihgesi

Diyabetin (seker hastali§i) ilk tarifine milattan 1500 yil Oncelerine ait Ebers
papiriislerinde rastlanmaktadir. Burada bol su igme ve bol idrardan bahsedilmektedir. Hint
uygarliginin "Vedalar" ¢aginda da poliiiriden bahsedilir. Hippokrat, Galen, Bharad-wajne Atreya
adli iinlii hekimlerin Ogretileri "Charak Samhita" isimli tip kitabmnda M.O. 600 yillarinda
toplanmistir. Burada "Madhumeh" ad1 verilen bir hastalik tarif edilmekte, tarif bugiinkii diyabet
tanimina ¢ok uymaktadir. Bu hastalikla ilgili olarak (diger adiyla tath idrar hastalig), hastalarin
genelde sisman insanlar olduklari, ¢ok su icip ¢ok idrara c¢iktiklari, hizla zayifladiklar1 ve
idrarlarina karincalarin toplandigi yazilmaktadir. Ayrica hastalarin kuruyarak ve agizlarinin

kokarak oldiikleri belirtilmektedir (160).

2.2. Diyabetin tanim

Diyabet insiilin hormonu sekresyonunun ve/veya insulin etkisinin mutlak veya goreceli azlig
sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol agan kronik
hiperglisemik bir grup metabolizma hastaligidir. Diyabet klinik olarak polidipsi, poliiiri, polifaji,
pruritus, glikoziiri, ketoniiri, agirlik kaybi gibi klasik belirtiler ve hastaliga spesifik retinopati,
ndropati, nefropati gibi komplikasyonlar ile siiphe edilebilir veya taninabilir. Ozellikle insiiline
bagimli olmayan diyabet bu belirtileri gostermeyebilir, boyle durumlarda tani, kan ve idrar testine

gore konur (160).

2.3. Diyabetin tam Kriterleri

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) tarafindan konulan
yeni kriterlere gore diyabet semptomlar ile birlikte rasgele plazma glikoz diizeyinin 200 mg/dl
tizerinde olmasi veya aclik plazma glikozunun 126 (ADA)-140 (WHO) mg/dl olmasi veya oral
glikoz tolerans testi esnasinda 2. saat degeri ve bir diger parametrenin 200 mg/dl veya iizerinde

bulunmasi ile tan1 konur (103).



2.4. Diyabetin siniflandirilmasi

Esas olarak tip I ve tip II olmak iizere iki primer diyabet tipi tanimlanmistir. Bunlar sismanlik
otoimmunite, insiiline bagimli olup olmama gibi durumlara gore de kendi aralarinda
siiflandirilmigtir.  Sekonder diyabet nedenleri arasinda ise pankreas hastaligi, hormon
anomalileri, ilaglar ve kimyasal maddeler, insiilin reseptdr anomalileri, genetik sendromlar ve

diger nedenler yer alir (103).

2.5. Deneysel diyabet modelleri

2.5.1. Cerrahi diyabet: Total veya subtotal pankreatektomi yapilir, nadir kullanilan bir
yontemdir.

2.5.2. Kimyasal diyabet: Cok sayida ila¢ ve kimyasal kullanilmasina ragmen bunlar arasinda
alloksan ve streptozosin en spesifik ve uygun olanlaridir (38).

2.5.3. Spontan diyabet

2.5.3.1. Cin hamsteri

2.5.3.2. BB Wistar rat; Bazi yonleriyle insanlardakine benzeyen insiiline bagimli diyabetin
gelismesini baglatan otozomal resesif genler tasir. Ayn1i zamanda otoimmun diyabetin bazi
ozelliklerini tasir.

2.5.3.3. OB(DB; ¢57BL/KSJDB) faresi; Insanlardaki eriskin baslangigh diyabete benzer ve
belirgin obezite, infertilite, hiperfaji ve belirgin hiperglisemi ile karakterizedir.

2.5.3.4 Spontan diyabetin diger deneysel modelleri; Macaca nigra, Yellow mice, Japanase KK
mouse, Welesley hybrid mice, Spiny mice, Sand rats, Zucker rats, Goto-Kakizaki Rat vs. (126)
2.5.4. Viral diyabet: Viral enfeksiyonlar insanlar ve hayvanlardaki diyabetin nedeni olarak
belirtilmistir. Baz1 hayvan tiirlerinde deneysel diyabeti indiikleyen birkag viriis bildirilmistir:
Ansefalomyokardit viriisiinlin M-varyanti, Koksaki viriisleri, ayak ve agiz hastalig1 virisi,
Kizamikgik viriisii, Reoviriisler, Venezuela at ensafalopatisi viriisii. Genetik olarak hassas olan

fare 1rklan viriisle enfekte olduklarinda pankreasin Langerhans adacik lezyonlarina diyabet eslik
eder (108).



Deneysel diyabet modelleri klinik diyabetin ¢cogu Ozelliklerini tasir bununla birlikte bunlarin
hicbiri tam olarak klinik diyabete esit degildir. Deneysel diyabet modellerinde hiperglisemi ortak

Ozelliktir.

2.5.5 Streptozosinle indiiklenen diyabet

Streptozotosin pankreasin [ hiicreleri icin, yiiksek derecede efektif ve sitotoksik bir

ajandir ve streptozotosin uygulanmis hayvanlar, insiiline bagimli diyabetin bir modeli olarak
degerlendirilmistir. Streptozotosin, nitrik oksid iireterek pankreas adaciklarinda B hiicrelerinin
hasar1 sonucu diyabetojeneze neden olur (98, 162). Aym zamanda iki giinlik ratlara
intraperitoneal streptozotosin enjeksiyonu ile insiiline bagimli olmayan diyabet benzeri
hiperglisemi olusturmakda miimkiin olmustur (108, 53).
Plazmadaki total kolesterol ve diisiik dansiteli lipoprotein miktari, streptozotosin ile indiiklenmis
1 haftalik diyabetik ratlarda degismezken 4 veya 10 haftalik diyabetik ratlarda belirgin olarak
artmistir (79). Diyabetik ratlarda kilo kaybi, hiperglisemi ve bradikardi saptanmigtir. Kalp agirligi
ve aortik striplerde agirlik kaybi1 varken vaz deferens ve anokoksigeus kasinda agirlik kaybi
olmamistir. Diyabetik ratlarin kalpleri noradrenaline bir duyarlik azalmasi gosterirken aortik
stripler noradrenaline duyarlik artis1 gostermistir (68, 39). Genellikle streptozotosin-diyabetik
ratlar1 in vivo olarak azalmis total periferal rezistans, azalmis ortalama arteryel basing ve artmis
bolgesel kan akisi ile artmis atim voliimii sergilerler (108).

Ratlarda streptozotosin ile indiiklenen diyabette plazma Tz ve T4 diizeylerinin azaldig
bildirilmigtir. Tiroid hormonu verilmesinin diiz kaslar1 da iceren bazi dokularda bozulan
fonksiyonlar1 geri cevirdigi bildirilmistir. Ornegin T, verilmesi, streptozotosin ile diyabet
olusturulan ratlarin mezenterik arterlerinin azalmis B-adrenerjik cevaplarini geri ¢evirmistir (16).
Streptozotosin-diyabetik ratlarinda aldosteron, gastrin, TSH, LH, FSH, prolaktin diizeylerinin
azaldig1 buna karsilik enteroglukagon, vazopresin ve oksitosin diizeylerinin arttigi bildirilmistir

(108, 79).

2.6. Diyabetin komplikasyonlar:



Diyabet (DM) tiim diinyada yaklasik 140 milyon kiside goriilen kronik bir rahatsizliktir

(40). Diyabetik hastalarda c¢ok cesitli erken ve ge¢ donem komplikasyonlart olusabilir (108).
Ketoasidoz ve hiperozmolar hiperglisemi, diizenli tedavi edilseler bile hem tip I’de hem de tip
II’de goriilebilen diyabetin iki akut metabolik komplikasyonudur (9). Ayrica laktik asidoz da
diyabetin akut metabolik komplikasyonlar1 arasinda yer alir (103).

Viicutta ¢cok degisik sistemleri etkileyen farkli diyabetik komplikasyonlar bildirilmistir. Bu
komplikasyonlar su kategorilere ayrilir;
Norolojik
Kardiyovaskiiler
Gastrointestinal
Urolojik
Respiratuvar
Oftalmik
Reprodiiktif
Hematolojik
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10. Ilag metabolizmasi ve farmakokinetigiyle ilgili komplikasyonlar (108, 90).

Diyabetteki metabolik bozukluk bag dokusunda da degisiklik sonucu c¢ok degisik yollardan
iskelet kas sistemini etkileyebilir (113).

Insiiline bagimli diyabet bu hastalikla baglantili mortalite ve morbiditeden sorumlu
koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, serebrovaskiiler hastalik, nefropati, retinopati, tromboz,
iskemi ve kan akiminin azalmasi ve noropati gibi agir kardiyovaskiiler komplikasyonlarla
baglantilidir (90).

Diyabetik nefropati kii¢iik damarlardaki kan akist degisiklikleri ile mezengial hiicrelerde
artis ve ekstraselliller matriksin yogun akimindan kaynaklanir. Hiperglisemi tarafindan
indiiklenen erken retinal anormallikler retinal kan akiminin bozulmus otoregiilasyonu ve retinal
kapillerden endoteli destekleyen perisitlerin kayb1 ile baglantili azalmis retinal kan akiminin bir
sonucudur. Bu degisiklikleri endotelyal hiicre permeabilite degisiklikleri ve retinal kapiller
okliizyonla izler. Diyabetik periferal ndéropatide vaza nervorumda kapiller kapanma sik gozlenir

ve endondral kan akisi ile oksijen tansiyonu azalmistir (44).



"Diabetes Control and Trial" ve "United Kingdom Prospective Diabetes Study" ¢alisma
gruplarinin yaptig1 arastirmalar hipergliseminin diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlar1 ve
belki de makrovaskiiler komplikasyonlarinin gelismesinde ana rol oynadigini bildirmistir (49).

Giincel olarak diyabetik hayvan ve insanlardaki vaskiiler yapilarda gozlenen patolojik
degisiklikleri i¢eren su ana mekanizmalar ortaya ¢ikmaktadir.
1-Protein ve lipidlerin non-enzimatik glikozilasyonu
2-Oksidatif stres
3-PKC (protein Kinaz C) aktivasyonu
4-Polyol yolaginin aktivasyonu
Bu mekanizmalar birbirinden bagimsiz degildir. Ornegin hiperglisemiyle indiiklenmis oksidatif
stres AGE (advanced glycosilation end products) iiretimini ve PKC aktivasyonunu artirir (11, 59,
152).

2.6.1. Non-enzimatik glikozilasyon

Baslangicta glikoz, Schiff bazi olusturmak tizere proteinlerle niikleofilik birlesmeye girer.
Erken glikozilasyon iiriinii olan ketomin kimyasal olarak geri dontigiimliidiir; sdyleki, kan glikozu
normale dondiigiinde ¢6zilinebilir. Bununla birlikte hiperglisemi kosullar1 devam ederse sonugta
Amadori bilesigine doniislir. Daha ileri reaksiyonlar, yeniden yapilanmalar, dehidratasyon ve
kirilma geri doniistimsiiz olarak AGE’ler denilen kahverengi ¢oziinmeyen, c¢apraz baglantili
(crosslinking) komplekslerle sonuglanir. AGE dokulardaki uzun yasam siireli makro molekiillere
akin etme egilimindedir. AGE proteinlerinin diger makro molekiillerle ¢apraz baglanmasi hiicre
ve doku fonksiyonlarinda anormallikle sonuglanir. Ayrica AGE’ler spesifik bir makrofaj
reseptorine baglanarak hem mikro hem de makrovaskiiler yapilarda artmig vaskiiler
permeabiliteye katkida bulunur. Bu proses endotelyal disfonksiyon ve serbest radikal iiretimini
indiikkleyen TNF (timor nekroz faktor), IL-1 (interlokin-1) gibi sitokinlerin sentez ve
saliverilmesini indiikler (162). AGE’ler, modifiye LDL (diisiik dansitli lipoprotein) ve
hiperglisemiyle birlikte anjiyotensin II'nin, NF-xB (niikleer faktor-xB)’nin transkripsiyonunu
artirdiklar1 gosterilmistir (49). NF-kB aktivasyonundan sonra hiicresel 6zellikler diizenlenebilir.
NF-kB proteinleri immun cevapta ve biiyiimenin kontroliinde yer alan ¢esitli hiicresel genlerin

transkripsiyonunu diizenleyebilir. Aktive edilmis NF-xB’nin L-argininden NO olusturan



indiiklenebilir nitrik oksid sentaz (iNOS)’1 eksprese ettigine inanilir. iNOS’in arteryel

yaralanmadan sonra neointimal diiz kas hiicrelerinde indiiklendigine isaret edilmistir (98).
2.6.2. Oksidatif stres

Diyabette oksidatif stres belirgin olarak artmistir. Ciinkii hiperglisemiye uzun siireli maruz
kalma serbest radikal iiretimini artirir ve antioksidan savunma sistemi kapasitesini azaltir (11).
Monosakkaritler ve fruktoz-lizin, fizyolojik kosullarda spontan olarak molekiiler oksijeni
indirgeyebilir. Otooksidatif reaksiyonla olusan indirgenmis oksijen iiriinleri siiperoksid, hidroksil
radikali ve hidrojen peroksiddir. Bunlarin hepsi hem lipidlerde hem de proteinlerde capraz
baglanma ve pargcalanmayla hasar olusturabilirler. Serbest radikaller ayni zamanda AGE
iiretimini artirabilir, bu da sonucta daha fazla serbest radikal iiretimiyle sonuglanir. Siiperoksid
dismutaz, glutatyon peroksidaz, ve askorbik asid ile serbest radikal yakalanmasinin (scavenging)
azalmasi diyabetik vaskiiler patolojiyle baglantilidir. Diyabette ayrica E vitamini, {irik asid,
katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan bilesiklerin diizeyinde azalma tespit edilmistir.
Hiperglisemiyle artis gosteren siiperoksid anyonlariin, NO’in fizyolojik inaktivasyonuna neden
oldugu gosterilmistir. Siiperoksid anyonu, bazal NO salimimini inaktive ederek ve endotel
kaynakli damar kastirici prostanoidlerin sentezini stimiile ederek endotele bagimli damar kastirici
ozellikler sergiler. Serbest radikaller biyolojik komponentler iizerinde biiylik miktarda hasar
olusturabilirler. Ornegin DNA kirilmasina neden olabilir ve protein ile lipidlerle reaksiyona
girebilirler. Diyabetik hastalarda kollojen, elastin ve laminin gibi uzun Omiirlii ekstraselliiler
proteinler serbest radikallerin hedefidir. Bu proteinler hiperglisemiye bagli olarak glikozilasyon
yolaklariyla glikoprotein olusturmak {tizere degisiklige ugrarlar. Glikoproteinler daha sonra
serbest radikallerle parcaciklara ayrilirlar. Bu iriinlerin yogun olarak bulundugu lens, vaskiiler
duvar, bazal membranlardaki degisiklikler katarak, mikroanjiyopati, ateroskleroz ve nefropati
gibi komplikasyonlarin gelisimiyle baglantilidir (162, 87).

Matriks metalloproteinazlar1 fizyolojik ve patolojik kosullarda hiicresel go¢ ve doku
yenilenmesi (remodeling) i¢in gerekli olan Zn** ve Ca®* bagimli endopeptidazlardir. Rat diyabet
modelinde aortik homojenatlardaki ve plazmadaki matriks metalloproteinaz-9 aktivitesi kontrol
ratlari ile karsilagtirildiginda belirgin olarak artmigtir. Kronik hiperglisemik kosullardaki matriks

metalloproteinaz-9 ekspresyonu ve aktivitesi endotel hiicrelerinde artarken vaskiiler diiz kas



hiicreleri ya da makrofajlarda artmamisti. Bu artis reaktif oksijen tiirlerine hassas yolakla aracilik
edilirken PKC ile aracilik edilmemekteydi. Matriks metalloproteinaz-9 promoter bolgesi NF-«B,

aktivatdr protein-1, stimiilator protein-1 ve forbol esterinden sorumlu bolgeler igerir (152).
2.6.3. Protein kinaz C aktivasyonu

Protein kinaz C (PKC), serin-treonin kinaz ailesindendir ve hormonlar ile sitokinler i¢in
intraselliiler sinyal transdiiksiyonunda anahtar rolii oynar. En az 11 izoformu vardir; klasik PKC
(0, B1, B2, v), yeni PKC (8,¢,0) ve atipik PKC (A, p) bunlarin ortak yapisinm igerir. Klasik PKC
enzimleri forbol esterlerinin baglanmasi ve diagil gliserol ile etkilesim igin iki tane sisteinden
zengin ¢ubuksu motifte ¢inko (C; bolgesi) ve regilatér ucundan var oldugu sanilan Ca®*
baglanma bélgesi igerir. Bu simuif PKC Ca?*, fosfatidilserin ve DAG ya da forbol esterleri ile
aktive edilebilir. PKC’nin aktivasyonu vaskiiler permeabilite, kontraktilite, hiicresel
proliferasyon, bazal membran sentezi, degisik sitokin ve hormonlarin sinyal transdiiksiyon
mekanizmasi gibi ¢ok sayida vaskiiler fonksiyonu diizenler. PKC B ve PKC 6 esasen diyabetli
hayvanlarin aort, kalp ve renal glomerulus ve retinalarinda ve yiiksek glikoza maruz kalmig aortik
diiz kas hiicrelerinde aktive olurlar. Degisik dokularda degisik PKC izoformlar1 aktive

olabilmektedir (58).
2.6.4. Polyol yolaginin aktivasyonu

Yiikselmis glikoz diizeylerine maruz kalma aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenazin
aktivitesine bagl olarak intraselliiler sorbitol ve fruktoz miktarin1 artirir. Sorbitoliin fruktoza
oksidasyonu NADP’nin NADPH’e indirgenmesine kenetlenmistir. NAD*/NADH oranindaki artis
prostaglandin hidroperoksidazin NADP ya da NADPH’1 indirgen kosubstrat olarak kullanmasi
nedeniyle olabilir. Bu enzim PGG;’yi PGH;’ye indirgerken 6nemli miktarda oksijen radikalleri
de tiretir (162).

Diyabetle iligkili hiperglisemi ve diger metabolik hemodinamik anormallikler endotel ve

diiz kas hiicreleri lizerine etki ederek mikroanjiyopatiyi baslatabilir (64).



2.7. Diyabette endotelyal disfonksiyon

Endotelyal fonksiyonun diyabette anormal oldugu bilinmektedir ve aterosklerotik
lezyonlarin gelismesinde erken bir basamak olabilir. Hiperglisemi oksidasyon, tromboz,
inflamasyon, matriks tiretimi, AGE ve diger metabolitleri artirarak potansiyel olarak vaskiiler
yapida hasar olusturabilecek kosullart meydana getirebilir. Hiperglisemi serbest radikal {iretimi
ve oksidatif stresi artirarak DNA tek zincir kirilmast ve Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP)
aktivasyonuna neden olur. Bdylece hiicresel enerji krizi sonucu endotel hiicre disfonksiyonu
gelisebilir (44, 136).

In vitro olarak endotelyal hiicrelerin yiiksek glikoz ile inkiibe edilmesi, PKC aktivasyonu,
NOS gen ekspresyonunda ve siiperoksid tiretiminde artigla sonuclanmistir. Endotelyal NOS
ekspresyonu artmasina ragmen, diyabetik aortlarda NO’in biyolojik etkinligi azalmistir. NOS
inhibisyonu (N®-nitro-L-arginin ile) normal damarlarda siiperoksid iiretimini artirirken diyabetik
damarlarda stiperoksid tiretimini azaltmistir. L-arginin ve THBP (tetrahidrobiopterin) yoklugunda
nNOS ve eNOS’ta kenetsizlesme (uncoupling) olusabilir (59).

Diyabetik ya da hipertansif ratlarin endoteli, monositler i¢in artmis yapiskanhk
(adhesiveness) gostermistir. Bu durum artmis siiperoksid anyon iiretimi ve MCP-1 ekspresyonu
ile iliskilidir. MCP-1 monosit endotel hiicresi etkilesmesinde major kemokindir ve ekspresyonu
oksidan-duyarli transkripsiyonel yolak olan NF-gB tarafindan diizenlenir. Hipertansiyon ve
hiperglisemi arasinda endotelyal yapiskanligi ve determinantlarimi artirma bakimindan pozitif
etkilesme vardir. Epidemiyolojik c¢alismalar ateroskleroz gelisimi agisindan diyabet ve
hipertansiyonun bagimsiz risk faktorleri oldugunu gostermistir (150). Yapilan kesitsel bir
calismada tip I diyabetli hastalarda ve saglikli kontrollerde adhezin molekiilleri
degerlendirilmistir. ICAM-1 (intraselliller adezyon molekiilii-1) ve VCAM (vaskiiler hiicre
adezyon molekiilii) konsantrasyonlar1 artmis olarak bulunmustur (124).

AGE-albiimin ile mikro ve makrovaskiiler endoteli degerlendirmek ve akciger, bobrek ve aortun
ince yapisinda indiiklenen degisiklikleri degerlendirmek icin diyabetik (6 hafta siireli) farelerle
calisilmstir. Ozellikle 6. haftadan sonra aortik endotelde patolojik degisiklikler belirginlesmistir.
Bu durumda endotelyal hiicreler disariya dogru ¢ikintt yapmis ve subendotelyal bosluk siklikla

birbirleriyle kars1 karsiya gelmistir. Cok sayida yapismis plazmalemmal vezikiiller bol sekretuvar



ve degradatif bolimler hem de artmis Weibel-Palade cisimleri diyabetik fare endotelinin ortak
ozellikleri idi. Arastiricilar diyabetteki aortik endotelin luminal genislemesinin endotelyal
kasilma sonucu olabilecegini 6ne stirmiiglerdir (115).

Histamin ve serotonin gibi permeabilite faktorlerinin etkisini saptamaya yonelik damar
elektron mikroskobik calismalari intraepiteliyal agikliklarin (openings) kontrol hayvanlarinda
kolayca goriiliirken, diyabetik hayvanlarda nadiren goriildiigiinii ortaya koymustur. Diyabetik
hayvanlarda azalmis sayida agikliklar goriilmesine ragmen trombositler tarafindan saliverilen bir
faktor tarafindan endotelin permeabilitesi artmistir. Endotel permeabilitesindeki bu artis kan
elemanlarin1 subendotelyal bosluga gecerek fokal bir deskuvamasyon bdlgesi olusturmasina
neden olur. Bu da olgun ateromatoz plagin gelismesiyle sonuglanir (47, 35).

Mc Veigh ve ark. ile Williams ve ark. tip 1l diyabetik hastalarin, tip I diyabetik hastalarda
tanimlanana benzer sekilde bozulmus vazodilatér cevap sergiledigini gosterdiler. Insan 6n kol
kan akimi iizerinde NOS inhibitorleriyle yapilan ¢alismalar bazal NO sentezinin tip I’ de bozulup
tip II’de bozulmadigin1 gostermistir. Bununla birlikte bu bozukluk sadece komplikasyonlarin net
isaretlerinin oldugu hastalarda goriilmiistiir (114). Yine de insanlardaki kanitlarin biiyiik
cogunlugu endotelyal disfonksiyonun hem tip I’de hem de tip II’de mikroanjiyopati ve
aterosklerozla yakindan baglantili olduguna isaret eder (24).

Vaskiiler endotelde diyabetle iliskili degisiklikler:

1-von Willebrant faktoriin artmis plazma diizeyleri.

2-Endotelin-1’in artmis ekspresyonu, sentezi ve artmig plazma diizeyleri.
3-Azalmis prostasiklin saliverilmesi.

4-Azalmis NO saliverilmesi veya NO’e azalmis cevaplilik (responsiveness).
5-Bozulmus fibrinolitik aktivite.

6-Artmis endotelyal hiicre prokoagiilan aktivitesi.

7- Artmis endotelyal hiicre yiizey trombomodulini.

8-Glikozillenmis fibrinin, bozulmus plazminle degredasyonu.
9-Artmis AGE diizeyleri.
10-Adhezin molekiillerinin artmis ekspresyonu.

Diyabette goriilen metabolik anormallikler.



1-LDL, VLDL ve lipoprotein a’nin artmis plazma diizeyleri.
2-Azalmigs HDL kolesterol diizeyleri.

3-Artmis lipoprotein oksidasyonu.

4-Artmis lipoprotein glikasyonu.

5-Artmis kiiclik, yogun LDL kolesterol iiriinleri.

6-Azalmis lipoprotein lipaz aktivitesi (64).

2.8. Diyabetin vaskiiler diiz kaslar iizerine etkileri

Diyabetin komplikasyonlarinda vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki degisiklikler ani olarak
olusabilir (1).

2.8.1. Diyabetin postreseptor olaylar iizerine etkisi

Deneysel modellerde gozlendigi kadariyla, hem diiz kaslardaki reseptorler hem de
postreseptor olaylar etkilenmektedir. Diyabetin postreseptor olaylar lizerindeki etkisi sonucu diiz
kaslarin kasilma ve gevseme yetenekleri biiyiik miktarda degisebilmektedir. Kalsiyumla iligkili
mekanizmalar, fosfoinozitidler, adenilat siklaz/cAMP, guanilat siklaz/cGMP, G proteinler, PKC
ve iyonik transport mekanizmalari deneysel diyabet ile etkilenebilecek major postreseptor
olaylardir. Yapilan ¢ok sayida galisma deneysel diyabette kalsiyuma vaskiiler cevabin degistigini
gostermistir; bununla birlikte bu caligmalardaki sonuglar her zaman uyumlu olmamistir. Bu
farkli sonuclardaki neden net degildir, fakat genellikle kullanilan diyabetojenin farkliligina,
diyabetin siiresine, hayvanin cinsiyetine, hayvanin irkina ve kasilmanin 6l¢iimii ve ifadesi i¢in
uygulanan teknige baglanabilir (108).

Genellikle KCl ile indiiklenen diiz kas kasilma cevaplarinin bu dokunun kalsiyum
duyarhigimi yansittigi kabul edilir, ¢iinkii asin K* diizeyi agik kanal kinetigini artirir ve
intraselliiler depolardan diiz kas hiicresi i¢ine kalsiyum mobilizasyonuna neden olur (149).
Deneysel olarak indiiklenen diyabetin, KCl ile indiiklenen rat aortu kasilmalar1 {izerine kasilmay1
baskilayici, artirict ve kasilmayr etkilemedigini belirten farkli sonuglar bildirilmistir.
Hiperglisemi ve diyabetin deneysel olarak diyabetik hayvanlarda vaskiiler Na*/K" ATPaz’1 inhibe

ederek ¢esitli agonistlere artmis kasilma ve endotel kaynakli NO’e azalmis gevseme yanitina



neden olabilecegi belirtilmistir. Streptozotosin-diyabetik rat aortik diiz kas hiicrelerinde artmis
hiicre ic¢i kalsiyum diizeyleri gosterilmistir. Uzun siireli streptozotosin-diyabetik ratlarinda
azalmis kalmodulin diizeyleri gozlenmistir fakat kisa siireli diyabette ratlarinda bu azalma
gbézlenmemistir (108, 101).

Streptozotosin-diyabetik ratlarinda arasidonik asid inflizyonuna cevap olarak gelisen
azalmis hipotansif cevap, muhtemelen vazodilator prostanoid iiretiminden vazokonstriktor
prostanoid iiretimine dogru gelisen kaymadan kaynaklanir (84). Diyabetik hayvanlarin kan
damarlar1 damar kastirici prostanoidlere (TxA; analoglari, PGF,,) hiperreaktif, damar gevsetici
prostanoidlere (PGI,) ise hiporeaktif olarak gézlenmistir (108).

Intraselliiler cGMP miktarmin diyabette azaldigin1 bildiren calismalar oldugu gibi cGMP
diizeylerinin degismedigini bildiren ¢alismalar da vardir. Hiperglisemide hem artmis hem de

azalmig NO iiretimi bildirilmistir (108).

2.8.2. Diyabetin neden oldugu fonksiyonel degisiklikler

PGF,,” ya cevaplar diyabetik rat mezenterik arter ve diyabetik fare mezenterik venlerinde
artarken, diyabetik rat vena kavasi gibi biiyliik damarlarda azalmisti. Yakin zamanda azalmis
prostaglandin I, artmis tromboksan A,, 16kotrien C4 ve Dy iretimi bildirilmistir (78).

Wistar ratlarinin kuyruk venine 65 mg/kg streptozotosin enjeksiyonu ile olusturulan
diyabette, asetilkoline bozulmus gevsemeler varken, nitrogliserine olan gevsemeler kontrol
grubundan farkli bulunmamistir. Bazal NO belirgin olarak azalirken bazal eNOS ekspresyonu
paradoksik olarak artmistir (3 kat). NADPH oksidaz aktivasyonu tespit edilirken siiperoksid

iiretimi de ti¢ kat artmig olarak bulunmustur (59).

Albino ratlarda streptozotosin ile olusturulan diyabette aortik striplerde o adrenerjik
reseptor aktivitesindeki artisin aksine kalpte P-adrenerjik reseptdr aktivitesinde azalmayi
onermistir (68).

Streptozotosin ile 1 hafta boyunca diyabet olusturulmus anestezi yapilmamis (bilinci agik)
ratlar, kontrole gore norepinefrine azalmis hipertansif cevap sergilerken, streptozotosinden 4
hafta sonra cevaplar normal olarak bulunmustur. Diyabetik aortta norepinefrin, metoksamin,

fenilefrin ve serotonine in vitro olarak hem artmis, hem azalmis, hem de degismemis kasilma



cevaplari tespit edilmistir. Bir ay-adrenoseptor agonisti olan klonidine karsi ise hem artmis hem
de azalmis kasilma cevaplar1 farkli arastiricilar tarafindan gozlenmistir. Insanlarda ve
hayvanlarda diyabet ET-1 diizeylerini artirirken bu ajana karsi azalmis kasilma cevaplari
bulunmustur. Alloksan ile olusturulan diyabetik tavsanlarinin izole edilmis abdominal aortlar
kontrol ile karsilastirildiginda néropeptid Y ile azalmis kasilma yanitlar1 gostermistir (108, 56).

In vivo olarak anjiyotensin Il ve vazopresine olan kastirici cevaplar streptozotosin-
diyabetik ratlarinda zayiflamis olarak bulunmustur (20, 120). Diger taraftan gevseme yanitlari ile
ilgili olarak diyabetik hayvanlarin aortlarinda in vitro olarak asetilkoline kars1 hem atmis, hem
azalmis, hem de degismemis gevseme yanitlar1 bildirilmistir (108). in vitro deneyler, B-adrenerjik
agonistlere karsi olusan azalmis hipotansif yanitin arteryel diiz kaslardaki B-adrenoseptorlerin
azalmis duyarligina bagl olabilecegini ortaya ¢ikarmistir (69).

Yeni bulgular, endotel kaynakli hiperpolarize edici faktér (EDHF)’{in diyabetik arterlerde
azalabilecegini onermektedir. Diyabetik ratlarin mezenterik arterlerinde endotel bagimli EDHF
hiperpolarizasyonunun belirgin olarak azaldigi gosterilmistir (132). Deneysel olarak diyabetik
hayvanlarin aortlarindan histamine karsi in vitro olarak hem azalmis gevseme hem de artmis
gevseme yanitlar: alinmistir (108).

Endotelle ilgili ¢alismalar arasinda gozlenen bu farkliliklar diyabetin siiresi ve ¢aligma
anindaki metabolik anormalliklerin agirligina atfedilebilir (108).

Erigkin erkek Balb c farelerinde i.p. 240 mg/kg streptozotosin ile olusturulan diyabette 8.
haftada aortun fenilefrin kasilmalar1 belirgin olarak azalmisti. Endotel disfonksiyonu 4. haftada
tamamen tespit edilmis olup, sodyum nitroprussiyat yanitlar1 deney boyunca degigsmemisti.
Insiilin uygulanmasi, hem asetilkolin gevsemelerini hem de fenilefrin kasilmalarini normale
getirmistir. Bu ¢alismada NO iiretiminde bir artis tespit edilmistir. Insiilin uygulanmas: plazma
glikozunu normale getirmis ve nitrit/nitrat artigin1 onlemistir. Ayni ¢alismada poli (ADP-Riboz)
polimeraz inhibitorleri kullanilarak hem in vivo olarak hem de in vitro olarak endotelyal
disfonksiyonu geri ¢gevirmek miimkiin olmustur (136).

In vitro deneylerin sonuglardaki farkliliklar igin ¢ok sayida agiklama yapilmistir. Ornegin
deneysel diyabetin vaskiiler kasilabilirlik ile ilgili sonuglarin oransal veya mutlak deger olarak
verilmesi, vaskiiler endotelin varligi veya yoklugu ve banyo ortamindaki farkliliklar nedenler

arasinda olabilir (147).



2.8.3. Diyabetin neden oldugu yapisal degisiklikler

Bir tiir kemirgen olan Mongolian gerbil’de streptozotosin ile olusturulan diyabette
aorttaki degisiklikler immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik teknikle incelenmistir.
Streptozotosin uygulamasindan 1 hafta sonra endotel hiicrelerinin sistigi, nukleusun biiylidiigii ve
aort diiz kas hiicre sitoplazmasinda aktin flament dagiliminda bir diizensizligin oldugu tespit
edilmigtir. Streptozotosin verilmesinden 4 hafta sonra medya tabakasmin periselliiler
bosluklarinda artmis kollojen fibrilleri gozlenmistir. Streptozotosin verilmesinden 1 yil sonra,
kontrol hayvanlariyla karsilastirildiginda vakoulizasyon ve artmis sitoplazmik organelle beraber
vaskiiler diiz kas hiicreleri etrafinda artmis kollojen fibriller goriilmiistiir. Streptozotosin
verilmesinden 1 yil sonra 1 hafta ve 4 hafta sonrasina gore iNOS, AGE ve NF-xB reaksiyon
iirlinleri endotel hiicrelerinde ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde daha fazla artmisti (98).

Diyabetik arteryel diiz kaslardaki artmis proliferasyon, endotelyal hiicre kayb1 sonrasinda
NO sentezinin azalmasina bagli olabilir. Artmis tromboksan A, sentezi, AGE diizeyi, insiilin
benzeri biiylime faktorii-1 sentezi, azalmig prostasiklin (PGI,) biyosentezi de neden olabilir.
TNF-a ve IL-1pB da, olas1 nedenler arasindadir. Artmis glikoz ve glikozamin diizeylerine maruz
kalmis rat aortik diiz kas hiicre kiiltiirli artmis biiyiime faktorii, transforme edici biiyiime faktori
o (TGF-a) ve esas fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) gen ekspresyonunda artisa neden olmustur.
Benzer degisiklikler spontan olarak diyabetik ratlarin arteryel diiz kaslarinda da gdzlenmistir.
Trombosit kaynakli biliyiime faktorii-p (PDGF-B) reseptoriiniin asir1 ekspresyonu, diyabetik
tavsanlardaki intimal kalinlasmanin sebebi olabilir. Yapilan diger caligmalarda diyabetin rat
arterinde artmis kollojen sentezine neden oldugu tespit edilmistir. Streptozotosin-diyabetik
ratlarda yapilan bir ¢alismada elastin glikozilasyonunun, diyabetin erken sathalarinda bile aortta
kalsiyum birikmesiyle sonuglandigini bildirmistir. Alloksan ile olusturulan diyabette tavsan
arteryel diiz kas hiicresi kalinlasmasina bagli olarak transarteryel oksijen gradiyenti azalmigtir
(108, 146, 127).

Diyabette glikozun PKC’yi aktive ederek, vaskiiler diiz kas hiicresi apoptozisini in vitro
ve in vivo olarak inhibe ettigi gdosterilmistir. Yakin zamanda benzer bulgular insan aortik diiz kas
hiicrelerinde de gozlenmistir. Buradan yola ¢ikilarak diyabetik vaskiilopatinin kismen PKC ile

indiiklenen vaskiiler diiz kas hiicresi biiyiimesiyle aracilik edilebilecegi ileri siiriilmiistiir (54).



Deneysel diyabet diiz kas ve diiz kasla iligkili yapilarda hem makroskobik hem de
mikroskobik yapisal degisikliklere neden olur. Deneysel diyabete bagli olarak diiz kas

hiicrelerinde gelisen en 6nemli yapisal degisikliklerden biri de otonomik ndropatidir (108).

2.9. Diyabette erektil disfonksiyon

Ereksiyon, fizyolojik, noronal, hormonal, vaskiiler ve kavernozal diiz kas hiicre
sistemlerinin integratif senkronize olmus aktivitelerinin bir son yolagidir. Seksiiel uyari
kavernozal sinir terminallerinden nérotransmitter salinimini tetikler. Bu da diiz kas hiicre
gevsemesiyle sonuglanir ve su olaylar olusur:

1-Artmis kan akimiyla arteriyol ve arterlerin dilatasyonu.

2-Genisleyen siinizoidlere kanin depolanmasi.

3-Subtunikal veniiler pleksuslarin sikistirilmasi ile venéz ¢ikisin azalmasi.
4-Intrakavernozal basingta bir artis1 (100 mm Hg kadar) ile tam ereksiyon faz1.
5-Daha fazla basing artis1 (birka¢ yiiz mm Hg kadar) ile rigit ereksiyon fazi.

Penisin innervasyonu, hem otonomik (sempatik ve parasempatik), hem de somatiktir
(sensdr ve motor). Omurilik ve periferal gangliyonlardan sempatik ve parasempatik sinirler
birleserek kaverndz sinirleri olustururlar. Kaverndz sinirler korpus kavernozum ve korpus
spongiyozuma girerek ereksiyon ve detiimesans boyunca olusan ndrovaskiiler olaylar etkilerler.
Noradrenalin genellikle penil flaksite ve detiimesanstan sorumlu ana transmitter olarak kabul
edilir. Endotelin, TxA,, PGF,,, 1okotrienler gibi damar kastiricilar detiimesans igin 6nerilen diger
adaylar arasindadir (57).

Insan diiz kas hiicreleri ve penil arterler ¢evresinde kolinerjik sinirler ve kolinerjik
vezikiiller iceren terminaller gosterilmistir. Asetilkolin endotelden NO salinimina neden olarak
diiz kaslar1 gevsetir. Son gozlemlere gore nitrerjik noronlardan saliverilen NO, cGMP iiretimini

artirarak sonugta kavernozal diiz kas hiicre gevsemesine neden olur (62).

Diyabetli hastalarda erektil disfonksiyon, diyabetli olmayan ayni yastaki kontrollere gore
10-15 yil daha erken olusur. Ayrica bu hastalarda diisiik intrakavernozal nitrik oksid sentaz
(NOS) seviyeleri tespit edilmistir. Diyabetli kisilerde erektil disfonksiyon icin ana risk faktorleri

otonomik noropati, vaskiiler yetersizlik, ve hipertansiyondur.



Penil ve pudental arterlerdeki ateroskleroz korpus kavernozuma kan akimini kisitlar.
Kavernoz trabekiillerdeki elastikiyet (compliance) kaybindan dolayr vendz akis kaybolmustur.
Bunun sonucu korpus kavernozum yeterince genisleyemez ve kavernézden disart kan tasiyan
damarlar sikistiramaz. Diyabetli kisilerde ayn1 zamanda ereksiyona katkida bulunabilecek olan
asetilkolin-pozitif fibrilerin de azaldig1 gosterilmistir. Ayrica norepinefrin-pozitif liflerde de

azalma tespit edilmistir (33).

Diyabetik ratlarin metal selatorii trientin ile tedavisinin aort ve korpus kavernozumun
endote bagimli gevsemesi i¢in yararli oldugu bildirilmistir. Bu etki kismen oksidatif stresin diiz
kas cevaplari lizerine olan zararli etkilerinin engellenmesine atfedilebilir (76). Diyabetik erektil
disfonksiyonlu hastalardan izole edilen korpus kavernozumda hem nérojenik hem de endotelyal
gevsemeler bozulmustur. Benzer sonuglar alloxanla indiiklenen diyabette de agik olarak
goriilmistlir. Diyabetik erektil disfonksiyonlu hastalardan izole edilen korpus kavernozumda
elektriksel saha stimiilasyonuna azalmis gevseme yanitlar1 da gosterilmistir. Bu sonug diiz kasin
kasilabilme yetenegindeki azalmayla degil NO iiretiminin yetersizligiyle ilgiliydi. Yapilan
caligmalar diyabetle baglantili erektil disfonksiyon patogenezinde, ya NO’in etkisizlestirilmesine
(AGE ile) bagli L-arginin substrat yetersizliginin ya da siiperoksid anyonlari ile inaktivasyonun
rol oynadigini ortaya koymustur. Erektil disfonksiyon ile diyabet arasindaki baska bir iliski de,
dolasimda artmis olan endotelin-1 (ET-1) diizeyleridir. ET-1 vazokonstriktor bir peptiddir ve
NO’in fizyolojik antagonisti olarak kabul edilir. ET-1’in hipertansiyon ve diyabetin gelisiminde
rolii olabilecegi ve bu hastaliklarinda erektil disfonksiyonla iliskili kardiyovaskiiler risk faktorleri
arasinda yer aldigi Onerilmistir. Diyabetik erektil disfonksiyonlu erkeklerde plazma ET-1
diizeyleri diyabetik erektil disfonksiyon bulunmayanlardan daha yiiksek bulunmustur. ET-1 diger
spazmojenlerin diiz kas kasilma yanitlarini da potansiyalize eder (139).

Penil ereksiyonun ana mediyatorii NO’dir. Arginaz II enzimi L-arginin i¢in NOS ile
yarigmaya girer ve NO {retimini azaltir. Yakin zamanda Arginaz II enziminin insan korpus
kavernozumunda bulundugu diyabette artis gosterdigi ve bu enzimin inhibisyonun NO’e bagimli

korpus kavernozum diiz kas gevsemelerini artirdigi bildirilmistir (15).

2.10. Diyabetin gastrointestinal sistem iizerine etkileri



Diyabet disfaji, abdominal agri, mide bulanmasi, kusma, malabsorbsiyon, fekal inkontinans ve
diyare gibi gastrointestinal komplikasyonlara neden olur (159). Baska bir komplikasyon da
midenin atonik dilatasyonudur (60).

Streptozotosin-diyabetik fare gastrik antral diiz kaslarinin kolinerjik agonistlere azalmis kasilma
cevaplar1 gozlenmistir. Bu degisiklik hem azalmis muskarinik reseptor aktivitesine hem de
degismis G protein aktivitesine atfedilmistir (108).

Takashi ve ark. diyabetik gastroparezinin patofizyolojisini ¢aligmak icin insanlardaki
insiiline bagimli diyabete benzerlik gosteren BB/W rat modelini kullanmislardir. Karbakol ve P
maddesiyle indiiklenen gastrik sirkiiler kas kasilmalar1t BB/W ratlarinda kontrole gore belirgin
olarak bozulmustu. Direk bir G proteinleri stimiilan1 olan NaF kasilmalar1 diyabetik BB/W
ratlarinda belirgin olarak azalmisti. KCI kasilmalarinda farklilik goriillmemistir (142). Elektriksel
saha stimiilasyonu ile uyarilan kasilmalar BB/W ratlarinda belirgin olarak bozulmustu.
Elektriksel saha stimiilasyonu ile olusan kasilmalar atropinle 6nemli 6l¢iide inhibe edilmistir.
Bazal sitozolik PKC aktivitesi, diyabetik BB/W gastrik kas hiicrelerinde belirgin olarak azalmsti.
Takahashi ve ark. hem reseptorle galistirilan hem de voltaja duyarli kalsiyum kanalinin gastrik
diiz kas hiicrelerinde bulundugunu belirtmislerdir, ¢iinkii karbakol ve yiiksek K", gastrik kas
kasilmasini saglamistir. Karbakol stimiilasyonu bozulmasina ragmen, yiiksek K* konsantrasyonu
ile indiiklenen kasilmalar azalmamisti: bu da voltaj duyarli L tipi kalsiyum kanallariin diyabetik
BB/W ratlarinda biiyiik oranda saglam oldugunu onermistir. Bu gozlem ayni zamanda kontraktil
aparatusun (Ca*/kalmodulin, aktin-myozin yolag1), diyabetik BB/W ratlarinda bozulmadigma

isaret etmektedir (142).
2.10.1. Diyabetin gastrointestinal diiz kaslar iizerine etkisi
2.10.1.1. Diyabetin neden oldugu yapisal degisiklikler
Streptozotosin-diyabetik ratlarinda megakolon gézlenmistir ve proksimal kolonun agirlig
artmistir (85). Intestinal diiz kaslarin proliferatif biiyiimesi ve sonuc olarak intestinal duvarmn

kalinlagmas1 uzun siireli streptozotosin diyabetinde gozlenmistir (99). Streptozotosin-diyabetik

ratlarinda ileumun total agirligi kontrollerle karsilastirildiginda azalmisti (85). Streptozotosin-



diyabeti vazoaktif intestinal polipeptid miktarini ve gastrik somatostatin miktarini artirir (14, 42).

Metiyonin ve enkefalin miktari ince barsakta belirgin olarak azalmistir (50).

2.10.1.2. Diyabetin neden oldugu fonksiyonel degisiklikler

Diyabetin ge¢ donem komplikasyonlarindan biri de diyare, dispepsi, hipoklorhidri ve
gastropareziyi igeren gastroenteropatidir (100). Streptozotosin diyabetli farede a,-adrenoseptor
agonistiyle indiiklenen intestinal gecisteki gecikme azalir (119). Barsakta iyonlarin ve sivi
transportunun ay-adrenoseptorlerle diizenlenmesi ve adrenerjik kontroliin kaybolmasinin diyareye
neden oldugu bildirilmistir (26).

Benzer sekilde [1  selektif opiyat agonisti olan U-5048H’nin antitransit etkisi
streptozotosin-diyabetinde zayiflamistir (118). Bu bulgular streptozotosin-diyabetinin o;-
adrenoseptor ve [J opiyat reseptorlerinde degisiklik yaptigini 6nermistir. Diyabetteki diyare ve
konstipasyon arasindaki karisik fizyolojik mekanizmalar ¢ok net degildir. Alloksan ya da
streptozotosin-diyabetik ratlardaki ince barsagin duodenum, jejenum, ileum ve mide fundusu gibi
degisik boliimlerinde azalmis B-adrenerjik cevaplar gosterilmistir (108). Streptozotosin-diyabetik
ratlarin gastrik fundusunda B-adrenoseptor sayisinda azalma oldugu bildirilmistir (125).

Streptozotosin-diyabetik ratlarinda asetilkoline karsi azalmig kasilma, degismemis
kasilma ve artmis kasilma yanitlar1 bildirilmistir (108). Korolkiewicz ve ark. streptozotosin-
diyabetik izole fundal diiz kas seritlerinde, karbakol ve galanine kars1 azalmis kasilma cevaplari
tespit etmislerdir. Bu calismada L-NAME 4 haftalik diyabetteki degisiklikleri geri cevirirken 8
haftalik diyabetteki degisiklikleri geri gevirememistir. In vivo olarak insiilin verilmesi de diiz kas
kasilmasinda diyabetle indiiklenen degisiklikleri onlemistir. Yazarlar diiz kas kasilmasindaki bu
azalmayi, en azindan kismen artmis nitrik oksid sentezine baglamislardir (81). Diyabetik
ratlardaki diiz kas hiicrelerinde asetilkoline artmis muskarinik reseptor duyarliligi, norepinefrine
kars1 ise azalmig adrenoseptor duyarhigi tespit edilmistir (158).

Alloksan ve streptozotosin-diyabetik rat izole gastrik fundusunda serotoninle indiikklenen
kasilmalarin azaldigi bildirilmistir. Bu azalma insiilin verilmesiyle diizelmistir (161). Benzer
sekilde norepinefrin ve vazoaktif intestinal polipeptide karsi azalmis gevseme yanitlar
gosterilmistir (70). Diger taraftan diyabet gastrointestinal prostaglandin sentezinde degisiklige

yol agmamustir (67).



2.10.1.3. Diyabetin postreseptor olaylar iizerine etkisi

Streptozotosin-diyabetik rat gastrik fundus diiz kaslarinda KCI’¢e artmis kasilma yanitlari
gozlenmistir. Gastrik fundus diiz kasinda artmis Ca* iceriye akisi gozlenmistir (4). Uzun siireli
streptozotosin-diyabetik ratlarda duodenal diiz kaslarda intraselliiler kalmodiilin diizeyleri diisiik
olarak bulunmustur (109). Streptozotosin-diyabetik rat intestinal diiz kaslarinda PKC aktivitesi,
kalsiyum ve DAG bagimli protein kinaz aktivitesinin azaldigi bildirilmistir (154). PKC’nin
maksimal aktivitesi i¢in kalsiyum ve kalmodulinin gerekli oldugu ama bu enzimin fonksiyonu
icin esansiyel olmadigi bildirilmistir (143). PKC, iyon kanallarinin i¢ bdlgelerini fosforile ederek
kalsiyum kanal aktivitesinde 6nemli rol oynar (129). Streptozotosin-diyabetik rat ve spontan
olarak diyabetik db/db farelerini antral diiz kas hiicrelerinde, eritromisine (bir motilin reseptor
agonisti) degil fakat, karbakole olan kasilma cevaplar1 bozulmustu. Insiilin verilmesi karbakol
cevaplarinin bozulmasimi engellemis fakat, bozukluk bir kez olustuktan sonra geri
cevirememistir. GTPyS uygulamasi, diyabetiklerde degil fakat, diyabetik olmayanlarda doz cevap
egrisini saga kaydirmistir. Yazarlar diyabetle iligkili antral diiz kas hiicre kasilmasinin muskarinik
kontroliiniin, postsinaptik diizeydeki muskarinik reseptorlerle kenetlenmis GTP baglayici

proteinlerdeki degisikliklerle baglantili oldugunu 6nermislerdir (137).

2.11. Rho kinaz yolag:

Monomerik GTP’azlarin Ras siliperfamilyasinin Rho subfamilyas1 iiyesi olan kiiciik
GTP’az Rho, agonist stimiilasyonuyla indiiklenen Ca®* sensitizasyonundan sorumludur ve
myozin fosfataz aktivitesini inhibe ederek fonksiyon gosterir (46). Rho/Rho-kinaz yolag: stres
fibrillerinin olusumu, trombosit agregasyonu, lenfosit ve fibroblast adezyonu, sitokinez ve hiicre
migrasyonu, diiz kas kasilmasi, aktin hiicre iskeleti reorganizasyonu, hiicre sekil degisikligi,
proliferasyon ve hipertrofi gibi degisik hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli roller
alabilir (96, 46, 95, 144).

Iki yeni G protein olan Gi, Ve Gis, kiigiikk GTP baglayic1 protein olan Ras araciliiyla Jun
kinazlar1 aktive eder. Ilging olarak Gi» ve Gis kiiciik molekiil agirikli GTP baglayict Rho
proteinini de aktive eder. G12/Gi3 aym1 zamanda, hiicre iskeleti olaylarin1 da diizenleyebilen
Na*/H" degis-tokus proteinini stimiile eder (116, 19, 36).



Lizofosfatidik asid multifonksiyonel mesajc1 bir fosfolipiddir ve kiigiik molekiil agirlikli
GTP-baglayan bir protein olan Rho’yu aktive etmek ve hiicre iskeleti aktininin hizli "re-
modeling" ini tetiklemek iizere G-proteinleri ile kenetli bir reseptorii aktive eder. Bir G proteini
olan Gy3’tin, Swiss 3T3 Kkiiltiir fibroblastlarinda Rho’yu aktive etmek i¢in lizofosfatidik asid
reseptorleriyle kenetlendigi bildirilmistir. Ayrica epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin, Gi3
araciligryla Rho aktivasyonu ve stress fibrilleri olusumunun yolaginda yer aldigina iligskin kanitlar
bulunmaktadir (48).

Rho, hiicre boliinmesindeki boliinme yarigmin olusmasinda yer alan myozin Il ve aktin
flamentlerinin fonksiyonlar1 i¢in gereklidir. Bunun yan1 sira sitokinez boyunca, hiicrenin kortikal
aktiviteleri i¢cin de Rho sinyal yolagi kullanilir. Rho kinaz, ayni zamanda myozin fosfatazi inhibe
ederek de bdolinme yariginin olusmasina katkida bulunabilir. Buna ek olarak bazi Rho
fonksiyonlari, "formin" proteinleri aracilifiyla gerceklestirilir. Hiicre iskeletinin plazma
mebranina tam olarak nasil baglandigi bilinmemektedir. Bununla birlikte Rho kinaz, "radiksin"
proteinini fosforilleyerek bu olayr diizenleyebilir. Baz1 ¢aligmalar Rho ve Cdc42’nin direk olarak
formin proteinlerinin bazi bolgeleriyle etkilestigini ve forminlerin yeni aktin polimerizasyonu ile
sinyal kaskadi arasinda baglant1 kurdugunu énermistir (123).

Kiigiik molekiil agirlikli  GTP baglayict  proteinler, 20-40 kDA’lik monomerik G
proteinleridir. Memeli Rho ailesi en az 10 farkli iyeden olusur (144).

1. Rho izoformlari

RhoA

RhoB

RhoC

RhoD

RhoE

RhoG
2. Rac izoformlari

Racl

Rac?

3. Cdc42 izoformu
4. TC10 izoformu



RhoA, RhoB, RhoC (burada hepsine birden Rho denmistir) efektor bolgelerinin ayni amino asid
diziligleri vardir ve benzer hiicresel fonksiyonlar1 bulunmaktadir (46). RhoA, viicutta en bol
bulunan ve eksprese edilen ve en ¢ok calisilan Rho proteini alt tipidir (91, 17). Rho/Rac/Cdc42
(cell division cycle 42) proteinlerinin diger fonksiyonlar1 arasinda membranal olaylar
("membranal trafficking"), akson rehberligi ve genislemesi gibi farkli hiicresel olaylarin da yer
aldig1 bildirilmistir (144, 17). Son zamanlardaki ¢aligsmalar biliylime faktoriiyle indiiklenmis hiicre
dagilimi ("scattering") gibi dinamik hiicre fonksiyonlari i¢in Rho/Rac/Cdc42 proteinlerinin
aktivasyon ve inaktivasyonu siklusunun gerekli oldugunu gostermistir (144).

Insan iirotensin II molekiilii, izole rat torasik aortunda damar kastiric1 6zellik gdsteren bir
peptiddir. Urotensin ile olusturulan kasilma, protein kinaz C, tirozin kinaz ve Rho kinaz
inhibitérleriyle inhibe edilmistir. Urotensin ayn1 zamanda aktin stres fibrillerinin olusumu ve diiz
kas proliferasyonunu indiiklemistir. Dokularin daha 6nceden somatostatin reseptdr antagonistleri
ile muamelesi tirotensin kasilmalarini engellemistir (124).

Rho kinaz ile kalponinin fosforile oldugu ve bdylece F-aktinle baglanmasinin inhibe
edildigi gosterilmistir. Kalponin, diiz kas hiicrelerinde F-aktin, kalmodulin ve tropomyozin
baglayict protein olarak kesfedilmistir. Kalponinin bazik izoformunun, myozin fosfataz ile
defosforile edildigi ve kasilmayla iligkili oldugu belirtilmistir. Fosforile olmamis kalponin F-
aktine baglanir ve aktinle aktiflesmis olan myozin ATPaz aktivitesini inhibe eder. Fosforile

oldugunda bu 6zelliklerini kaybeder (73).

2.11.1. Rho aktivitesinin diizenlenmesi

Rho/Rac/Cdc42 proteinlerinin aktivasyon ve inaktivasyonlart sirasiyla GEP (guanin
niikleotid exchange factors) ve GAP (GTPase activating proteins) proteinleriyle diizenlenir.
Bununla birlikte diger bir tiir regiilator olan GDI (GDP dissociation inhibitor)’larla daha fazla
diizenlenir. Sitozolde Rho/Rac/Cdc42 proteinleri GDI ile birlesmis halde bulunurlar ve GDP-
baglayici inaktif formda tutulurlar. GDP baglayici form GDI’dan ilk olarak heniiz bilinmeyen bir
mekanizma ile saliverilir ve GEP’in etkisiyle GTP baglayici forma doniistiiriiliir. GTP baglayic
form GAP’1n etkisiyle GDP baglayic1 forma doniistiiriiliir. Sonra GDP baglayici form GDI ile
kompleks olusturarak sitozole doner. Diger GTP baglayici proteinler gibi Rho hem GDP/GTP
baglayici hem de GTPaz aktivitesi gosterir ve molekiiler bir diigme gibi ¢alisarak GDP baglayici



inaktif durumla (GDP-Rho) GTP baglayici aktif durum arasinda dolasir. Rho’nun aktivitesi siklik
olarak diizenlenir. Boylece istirahattaki hiicrelerde Rho GDP disosiyasyon inhibitorii (Rho GDI),
GDP-Rho’ya baglanir ve onu membrandan sokerek sitozole getirir. Hiicreler bazi agonistlerle
stimiile edilirse GTP-GDP degisim reaksiyonunu stimiile eden GEF’lerin etkisiyle GDP-Rho
GTP-Rho’ya doniistir. Bundan sonra GTP-Rho C-terminali geranil-geranillenmis kuyruguyla
hiicre membranina hedeflenir ve spesifik hedefleriyle etkilesir. GTPaz1 aktive eden proteinler
(GAP) Rho’nun intrinsik GTPaz aktivitesini hizlandirarak ve onu inaktif GDP-Rho’ya
doniistiirerek negatif regiilatorler gibi ¢aligirlar (144).

Memeli Rho proteinlerinin ¢ok sayida alt (downstream) efektorii tanimlanmistir. Ayni
zamanda ROK ve Rho kinaz olarak isimlendirilmis olan pl160 ROCK yakin zamanda
tanimlanmis olan serin/treonin protein kinazdir ve Rho proteinlerinin bir alt efektoriidiir. Bu
protein kinazin aktivitesi GTP-Rho proteinleri ile stimiile edilir. Cok sayida ROCK/Rho kinaz
substratt tanimlanmistir; bunlar myozin hafif zincir fosfatazin myozin baglayici alt iinitesi,
myozin hafif zinciri addusin (adducin), intermediyer flamentler, ERM (ezrin-radiksin-moesin) ve
kofilini igerir. Bunlardan MLC, ERM ailesi proteinleri ve addusin hem Rho kinazin hem de
myozin fosfatazin substratlaridir. Bir GTP analogu olan GTPyS, kalsiyum duyarlig1 olusturur.
Rho proteinleri kalsiyum tetiklemesi olmaksizin diiz kas kasilmasi olusturmaz; daha ziyade diiz
kas kasilmasinin kalsiyuma duyarligini modifiye ederler. Y-27632, Y-32885, H-7, fasudil ve
hidroksifasudil gibi birka¢ kimyasal bilesigin spesifik olarak Rho kinaz aktivitesini inhibe ettigi
gosterilmistir. Botilinum toksin C3, Rac ve Cdc42 gibi Rho ailesi iiyelerini zayif olarak ADP-
ribozillerken Rho’yu spesifik olarak ADP-riboziller. Bu yiizden C3 toksin Rho’nun spesifik
inhibitorii olarak kabul edilir (144, 7, 6, 140).

Rho kinaz ayn1 zamanda ROKa ve ROCK2 olarak tanimlanmistir. ROKJ (ayn1 zamanda
ROCKI1 olarak da bilinir) Rho kinazin bir izoformudur (46, 144). Rho/Rho-kinaz’in yani sira
PKC, tirozin kinaz ve fosfatidilinozitol-3 kinazin da vaskiiler diz kas hiicrelerinde Ca®"
duyarliginda yer aldig: bildirilmistir (92).

Myozin fosfataz (MP) ii¢ alt {initeden olusur;

1. Myozin baglayan alt iinite (myosin binding subunit, MBS)
2. 37 kDA tip 1 fosfataz katalitik alt tinite

3. 20 kDA diizenleyici alt iinite.



Myozin fosfataz, myozin baglayici alt iinite ilizerinden fosforillenmis myozin hafif zincirine
baglanir ve onu defosforile eder. In vitro olarak Rho kinaz ile MBS’in fosforillenmesi myozin
fosfataz (MP)’1 inhibe eder. Rho kinaz ayn1 zamanda myozin hafif zinciri (MLC)’ni de fosforile
ederek kasilma prosesine katkida bulunur (7).

Rho kinaz yolagi, myozin II'nin myozin hafif zincirinin fosforilasyon diizeyinin
diizenlenmesini esas olarak myozin fosfatazi inhibe ederek yapar ve diiz kas kasilmasinda
agonistle indiiklenen Ca?* duyarligina katkida bulunur. Bununla birlikte Ca®" indikatérleri
kullamilarak intraselliiler kalsiyum 6l¢iildiigiinde Ca** konsantrasyonu, myozin hafif zincir (MLC,
myozin light chain) fosforilasyonu ve diiz kas kasilmasiyla her zaman paralel degildi. Sonug
olarak ¢alismalar GTP baglayici protein olan Rho’nun agonist aracili Ca?* duyarhginda yer
aldigin1 ortaya ¢ikarmistir. Daha da Onemlisi GTP baglayic1 proteinlerle artmis MLC
fosforilasyonu myozin hafif zincir kinaz (MLCK, myozin light chain kinase) aktivasyonundan
cok, myozin fosfatazin inhibisyonuna bagli oldugu anlagilmistir. Sabit bir Ca®*
konsantrasyonunda artmis kasilmalarin, aktive edilmis Rho ile MLC fosforilasyon oranindaki
artistan ziyade defosforilasyon oranindaki azalmadan kaynaklandigi diistintilmistiir (46).
Rho’nun hedefleri (efektorleri)
1-Protein kinaz N
2-Rho kinaz
3-Myozin fosfatazin myozin baglayici alt tinitesi
4-Rhofilin
5-Rhotekin
6-Sitron
7-mDia

Rho kinazin N-terminalinde kinaz bdlgesi vardir. Orta bolgesinde kuramsal kangal gibi
kivrilmis (coiled-coil) bolge ve C-terminal bolgesinde plekstrin homoloji bolgesi vardir. Aktive
olmus Rho, kangal gibi kivrilmis bolgenin C-terminal parcasiyla etkileserek Rho kinazin kinaz
bolgesini aktive eder (6). Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin agonistle indiiklenen kasilmasinda
myozin hafif zincirinin fosforilasyon derecesi kasilma giicli i¢in hayati bir basamaktir. MLC
fosforilasyonun miktar1 Ca**/kalmodulin bagimli MLCK ve myozin fosfataz arasindaki dengeye

baglidir (95). Shin ve ark. izole diiz kas hiicrelerinin PGF,, ile stimiile edilmesinin myozin



fosfatazin lokalizasyonunda, belirgin degisiklik olusturdugunu goéstermistir. Bu durum myozin
fosfatazin Rho kinaz ile inhibisyonunda alternatif bir mekanizma olusturur (130).

Kaveolin-1’in gat1 bolgesi rat uterin diiz kaslarinda, PKC,’nin ve RhoA’nin karbakol ile
indiiklenen mebrana lokalizasyonunu engellemistir. Kaveolinler, kaveolar plazma membran
girintilerinin ana protein yapilaridir. Uterus, mide ve ileal diiz kaslarda her {i¢ kaveolin izoformu
da saptanmistir. Kaveolalardaki yogun cisimcikler hiicre iskeleti i¢in baglanma bolgeleridir. Son
zamanlarda kaveolinlerin eNOS, PKC, ve RhoA’y1 da igeren birgok sinyal iletim molekiiliiyle
etkilestigi gosterilmistir. Kaveolin-1’in kisa bir sitoplazmik
N-terminal bolgesi bu etkilesme i¢in gerekli goriilmektedir. Bu bolge cati (scaffolding) bolgesi
olarak isimlendirilmistir. Fibroblastlarda kaveoladan zengin membran bdlgelerinde PKC, ve

RhoA’nin birlikte yerlesim gosterdikleri tespit edilmistir (141).

2.11.2. Vaskiiler doku ve Rho kinaz iliskisi

Rho/Rho-kinaz aracili intraselliiler sinyal yolagi trombin, anjiyotensin II, trombosit
kaynakl1 bliylime faktorii, ve serotonin gibi ¢esitli vazoaktif ajanlar tarafindan aktive edilir. Bu
bakimdan Rho kinaz yolaginin vaskiiler lezyonlarin gelisiminde énemli rol oynadig1 6nerilmistir.

Fasudil ile uzun siire tedavi sonucunda vaskiuler diiz kas hiicresi ve fibroblast



Tablo I: Rho kinaz substratlari

Substratlar

Fonksiyonlardaki degisiklik

Biyolojik ozellikler

Myozin fosfatazin myozin | Myozin fosfatazin | Diiz kas kasilmasinda Ca®’
baglayici alt tinitesi inhibisyonu duyarlagsmasi
Stres fibrilleri olusumu, fokal
. e . Myozinin F-aktine |adezyon  olusumu,  norit
Myozin hafif zincir baglanmasinda artig retraksiyonu, hiicre kasilmasi,
hiicre motilitesi
Myozin fosfatazin inaktive| .. 2+
CPI-17 proteini edici aktivitesinin Diz kas kasilmasinda Ca

aktivasyonu

duyarlagmasi

Diiz kas kasilmasinda Ca®

Kalponin F-aktine baglanmada azalma
duyarlagmasi
Ezrin  Radiksin ~ Moesin |Ezrin  Radiksin  Moesin Mikrovillus olusumu
(ERM) aktivasyonu ?
Addusin F-aktine baglanmada artis M.embrane.ll. Ola}ylar (ruffling),
hiicre motilitesi
Intermediyer flamentler Flamentlerin dagilum Flamentlerin sitokinez i¢in
(GFAB, vimentin) & ayrilmast
Na'/H" degistirici Deglstlrlcl aktivitenin Stres fibrilleri olusumu
aktivasyonu
LIM kinaz Kinaz aktivitesinde artis Kofilinin fosforilasyonu
CRMP-2 --- Biiyiime konisi kollaps1

proliferasyon ve migrasyonu hem de inflamatuar hiicrelerin vaskiiler duvara gogii gibi kritik
basamaklar: inhibe edebilecegi biiyiik bir olasiliktir. Rho kinaz ile aracilik edilen sinyal yolagi
sadece hipertansif vaskiilopatide yer almaz ayn1 zamanda vaskiiler hastaliklarin diger formlarinda
da yer alir (95).

NO, cGMP bagimli protein kinaz araciligiyla damar gevsemesi olusturur. Bir ¢alismada
rekombinat cGMP ile, cGMP-bagimli protein kinazin RhoA’y1 fosforilleyebilecegi ve boylece
RhoA’y1 inhibe edebilecegi gdsterilmistir. Endoteli saglam rat aortunda Y-27632 fenilefrine karsi
olusan maksimal kasilmalar azaltmistir. Oysa endoteli soyulmus ringlerde Y-27632 fenilefrine
kars1 olusan kasilmalar1 inhibe etmekte yetersiz kalmistir. Bunun yaninda sodyum nitroprusiyatin
fenilefrinle indiiklenen RhoA translokasyonunu geri ¢evirdigi bulunmustur. Endoteli saglam
ringlerde nitrik oksid sentaz inhibitorleri ve guanilat siklaz inhibitorleri varliginda Y-27632,

fenilefrile indiiklenen kasilmalar1 inhibe etmekte belirgin olarak daha az etkili olmustur. Biitiin bu



bulgular, intakt rat aortunda nitrik oksidin Rho kinazin kastiric1 aktivitesini inhibe ederek

gevseme olusturdugunu gostermektedir (31).

a3 Agonist (fenilfrin, asetilkolin, karbakol, anjivotensin IT ws)

Reseptor

Hicre dig
Membran | M‘M Latdt bt dadidtdiaddassahat s
&N bié LD, 4edddd88408U88didddisdidddns

Hicreiqt s,
Rho-GDP (Inaktif)
PLC—»

GEFs

PIfi — DAG Aragidonik asid Bho-GTP (Aktf)

)
c+)j' "

(- Y-27632
- Fasudil PEC

Inozitol(14,5)P;

= ) e @ @

Sekil 1: Diiz kas kasilmasinin diizenlenmesinde Rho/Rho-kinaz sinyalizasyon yolaginin
rolii. Cesitli agonistlerle uyarilan reseptorler, Gq tipi heterotrimerik G proteinleri araciligiyla
hiicre i¢i Ca®* seviyelerini artirarak myozin hafif zincir kinazim1 (MLCK) aktive ederken, ayni
zamanda Giy3 alt tniteleri araciligiyla da guanin niikleotid degistirici faktor (GEF)’leri aktive
ederler. GEF’ler inaktif Rho’yu (Rho-GDP) aktive (Rho-GTP) ederek onun membrana
taranslokasyonunu saglar. Aktif Rho da alt efektorlerden (downstream) biri olan Rho kinazi
aktive eder. Rho kinaz myozin fosfatazin (MP) myozin baglayici alt {nitesini (MBS)
fosforilleyerek myozin fosfatazi inhibe eder. Rho kinaz ayn1 zamanda direk olarak myozin hafif
zincirini (MLC) de fosforiller. Ayrica Rho kinaz arasidonik asid ile de stimiile edilir. Bunlara ek
olarak Rho kinaz, myozin fosfatazin fosforilasyona bagimli inhibitorii olan CPI-17’yi de, PKC
gibi, fosforilleyerek aktive eder. Boylece Rho kinaz esasen myozin fosfatazi inhibe ederek ayrica
myozin hafif zincirini direk olarak fosforilleyerek hiicre i¢i kalsiyumun diizeyinden bagimsiz bir

sekilde diiz kasin kasilma derecesini artirir. Fasudil ve Y-27632 spesifik Rho Kkinaz



inhibitdrleridir. PLC: fosfolipaz C, PIP,: fosfoinozitol (4,5) bifosfat, DAG: diagil gliserol, S.R:
sarkoplazmik retikulum, CaM: kalmodulin, M20: myozin fosfatazin 20 kDA diizenleyici alt

tinitesi, kat: myozin fosfatazin katalitik alt {initesi, PKC: protein kinaz C.

Sicaklik  distiriilerek  olusturulan mikrotiibiil depolimerizasyonunun, Rho kinaz
aktivasyonu aracilifiyla rat aortunda kasilmalari artirdigi bildirilmistir. Hiicresel mikrotubiil
aginin vezikiiler transport, sinyal iletimi ve hiicre bdliinmesi gibi ¢esitli hiicresel olaylarda gorev

aldig1 bilinmektedir (30).

RhoA ve mitojenle-aktive olan kinaz gibi birkag intraselliiler sinyal yolaginin, sfingozin
1-fosfat (SIP) ile aktive edildigi bulunmustur. SIP, aktive olmus trombositlerden saliverilen bir
lipiddir. Vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde SIP sinyalinin, proliferatif cevaplari uyardigi
gosterilmistir (34). Diger taraftan Rho kinaz ile aracilik edilen Ca®* duyarlagmasinda sfingozil
fosforilkolinin yeni bir ikincil ulak oldugu bulunmustur (131).

Rho kinaz inhibitorii olan Y-27632 tavsan baziller arterinde endotelin-1 ile indiiklenen
kasilmalar inhibe etmistir (92). Ek olarak Rho/Rho-kinaz yolag sigir serebral arterindeki Ca?*
duyarligindan da sorumludur (131). Rho kinaz ve bu arada kismen protein kinazi da inhibe eden
fasudil in vivo olarak hayvanlara verildiginde vazodilator etki olusturdugu gosterilmis ve giincel
olarak serebral vazospazmin tedavisinde denenmektedir. Bu bilesik ayn1 zamanda agonistle olan
kasilmalar1 izole vaskiiler diiz kaslarda inhibe eder. Naguma ve ark. in vivo olarak uygulanan
fasudilin Rho kinazi inhibe ettigini gostermislerdir. Aynmi ekip yaptiklar1 ¢alismada fasudilin
saflastirilmis Rho kinaz i¢in gii¢lii bir in vitro inhibitor oldugunu gostermistir (96).

Aortokoroner ya da infrainguinal bypass yapilacak olan hastalardan alinan safen veni in
vitro ortamda arteryel basing kosullarinda perfiize edildiginde fenilefrin ve serotonine
duyarhiginin arttig1 goriilmiistiir. Bu duyarlik Y-27632 ile 6nlenebilmistir (89).

Trombinin insan umblikal veninde hizli ve gecici bir RhoA aktivasyonuna neden oldugu
gosterilmistir. Buna artmis myozin hafif zincir fosforilasyonu, F-aktin stres fibrilleri olusumu ve
uzamis olan artmis permeabilite eslik etmistir. Y-27632 ile Rho kinazin inhibisyonu, biitiin bu
etkileri belirgin olarak azaltmistir (10).

Koroner bypass ameliyatt yapilan 15 hastadan izole edilen deendotelize internal torasik
arterlerde serotonin ve histamin, hidroksifasudil ile belirgin olarak inhibe edilen kasilmalar
olusturmustur. Serotoninle indiiklenen kasilmalar siiresince MBS (myozin fosfatazin myozin

baglayict alt tinitesi) ve CPI-17 (C-kinaz ile aktive olan fosfataz inhibitorii) fosforilasyonu



belirgin olarak artmistir. Hidroksifasudil MBS fosforilasyonunu inhibe ederken CPI-17
fosforilasyonunu inhibe etmemistir (72).

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin medyadan subendotelyal bolgeye gogii (migrasyonu), balon
anjiyoplasti ve ateroskleroz sonucu gelisen intimal kalinlagmada 6nemli rol oynar. Aktive olmus
trombosit ve hiicrelerin bir {liriinii olan lizofosfatidik asid (LPA), diiz kas hiicre biliyiimesine ve
cesitli hiicrelerin gociine neden olur. LPA ve trombosit kaynakli biiylime faktorii araciligiyla
olusan diiz kas gogii Rho/Rho-kinaz araciligryla olmaktadir. Bununla birlikte s6z konusu gocte
Rho/Rho-kinazin farkli alt inici sinyal yolaklar1 yer almaktadir. LPA aracili diiz kas gogii MLC
fosforilasyonu ile baglantili iken trombosit kaynakli diiz kas go¢ii MLC fosforilasyonundan
bagimsiz olarak bulunmustur (3).

Rho kinaz aktivitesini spesifik olarak inhibe eden problarin kullanilmasiyla hayvan
modellerinde Rho/Rho-kinaz yolagi bozukluklarinin siklikla 6liime neden olan hipertansiyon,
vaskiiler spazm ve arteriyosklerozun ana nedeni oldugu gosterilmistir. Bu alandaki ilerleme bu
hastaliklarin tedavisinde kayda deger ilerleme ve etkileyici bir gelecek &nermistir. ilk olarak
Ca?*-bagimli kastirici mekanizmalar1 hedef alan Ca®* kanal blokerlerine ek olarak spesifik Rho-
kinaz inhibitorlerini kullanarak Rho/Rho-kinaz yolaginin modiile edilmesi diiz kas1 gevsetmek
icin gelismis bir metod olabilir. Ikincisi birgok iskemik hastalik patogenezi ve vaskiiler
bozuklukla baglantili olan arteriyoskleroz geri doniisiimliidiir ve Rho-kinaz inhibisyonu ile tedavi
tedavi edilebilir (46).

2.11.2.1. Diyabetik vaskiiler doku ve Rho kinaz iliskisi

Rho aracil1 yolak hipertansiyon, vaskiiler vazospazm, diyabete cevap olarak gelisen artmis
damar kasilmasi i¢in 6nemli rol oynar (91). Bir yillik diyabetik ratlarin aortik diiz kas
kasilmasiin genel artis gosterdigi ve bu artigin artmis Ca* mobilizasyonu ve artmig Ca®*
sensivitesine bagli oldugu 6ne stirtilmistiir (1).

Diyabetik durum vaskiiler fonksiyonlar icin ¢ok cesitli sinyal transdiiksiyon yolaklarimi
degistirebilir. MAP kinaz ve Rho gibi yolaklarin degismesi kasilabilirligi, hiicresel
proliferasyonu, gecirgenligi, ekstraselliiler matriks ve sitokin iiretimini artirabilir. Miao ve ark.
streptozotosin ile indiiklenen tip I diyabetik ratlar1 kullanarak baziller arterde yaptiklari ¢alismada

RhoA’nin transkripsiyonel dilizeyde arttigin1 gostermislerdir. Baziller arter c¢evresindeki



morfolojik degisiklikler, 8 hafta boyunca olusmadi ama RhoA ekspresyonu diyabetin erken
basamaklarinda (2 hafta) basladi. Sonuglar farkli olsa da diyabet boyunca vaskiiler diiz kas
hiicresinin fonksiyonu degisebilmektedir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde damar kastiricilarina
kars1 artmis reaktivite gézlenmistir; bununla birlikte bu artis intraselliiler Ca® artisi ile iligkili
olmayabilir fakat, artmis Ca* duyarligina bagl olabilir. 4 haftalik diyabetik rat baziller arteri
serotonine belirgin artmis duyarlik gosterdi ve serotoninle indiiklenen kasilma RhoA aktivasyonu
araciligl ile gergeklesir. RhoA protein diizeyleri streptozotosin enjeksiyonundan sonra 2. haftada
artt1 ve 4 haftada tepe noktasina ulasti ve 8 haftada plato yapti. Bununla birlikte RhoA’nin
mRNA diizeyleri streptozotosin enjeksiyonundan 4 hafta sonra artt1 ve 8 haftada tepe noktasina
ulast1. Insiilin Rho kinaz aktivitesini inhibe ettigi i¢in Rho kinaz aktivasyonu tip II diyabet
aortunda artmisti. Bu calismadaki diyabet modelinde, insiilin belirgin olarak azalmisti; bunun
nedeninin tip I diyabette azalmis insiilin diizeylerinin neden oldugu RhoA aktivasyonuna bagl
oldugu iddia edilmistir (91, 12).

Diyabetik ratlarin aortlarinin diiz kas hiicrelerinde artmis PKC’nin Rho’yu aktive edip
myozin fosfatazi inhibe ettigi gerceginden hareketle, diyabette gozlenen abartilmis Rho kinaz
sinyallemesi ve bozulmus insiilin myozin fosfatazi aktivasyonunun, PKC aktivitesine bagl
oldugu spekiile edilmistir. S6z konusu PKC aktivasyonu, fosfolipaz A, enziminin aragidonik
asidin diizeyini artirmasiyla olusur. MP aktivitesinin inhibisyonunun trombin, arasidonik asid,
PKC, ve GTPyS ile de olabildigi bildirilmistir (126).

Son zamanlarda kalponinin Rho kinazin kuramsal bir substrati oldugu onerilmektedir.
Kalponin diiz kas hiicrelerinde aktin flamentle baglantili protein olarak bulunmustur. Bu protein
aktin flamentlere baglanmasinin aktinle aktive edilmis myozin ATP’az aktivitesi lizerine inhibitor
etkisi vardir bu da PKC ve CaM bagiml protein kinaz II gibi kinazlarla geri ¢evrilmistir. Bunun
yaninda Rho kinaz kalponinin aktin flamentlere baglanma aktivitesini azaltmak i¢in kalponini
fosforiller. Bu da Rho/Rho-kinaz yolaginin MLC’ye paralel olarak kalponinin fosforilasyonu
yoluyla diiz kas kasilmasinin diizenlenmesine katkida bulundugunu spekiile edilmesine neden
olmustur (46).

Kas hiicresinin ve kas dis1 hiicre motilitesinin kalsiyum duyarliginin majér mekanizmasi,
bu yapilarda MLC defosforilasyonu yapan diiz kas myozin fosfatazin inhibisyonu yoluyla
olmaktadir. Forbol esterleri ve diagilgliserol (DAG) ile aktive olan PKC (ler), fosforilasyon
yaparak ve katalitik alt tinitesinin inhibitorii olan CPI-17 (C-kinaz ile aktive olan fosfataz



inhibitorii)’yi aktive ederek myozin fosfatazini inhibe edebilir; Bu mekanizma Rho/Rho-kinaz
yolagindan bagimsizdir ve G-proteinle eslesmis Ca®* duyarligi mekanizmasinda sadece mindr ve
gecici bir rol oynar. Forbol esterleriyle indiiklenen Ca?* duyarhigi, Y-27632 ile inhibe edilmedi
(45). Son kanitlar, CPI-17’nin ayn1 zamanda Rho kinaz ile de aktive edilip fosforillendigini ve bu
fosforilasyonun myozin fosfataz aktivitesinde bir inhibisyonla sonuglandigini géstermistir (134,
46).

Non-obez insiiline direngli spontan olarak tip II diyabet gelistiren Goto-Kakizaki (GK)
ratlart WKY (Wistar Kyoto) ratlarinin yiiksek dereceden yakin irkindandir. Bu genetik rat modeli
tip II diyabeti anlamak i¢in 6nemlidir, ¢iinkii glikozla stimiile edilen insiilin sekresyonu, periferal
insiilin rezistansi, hiperinsiilinemi ve hiperglisemideki defekt dogumdan 4 hafta sonra erken
olarak ortaya ¢ikar. Son kanitlar, diiz kas hiicrelerindeki eksitator agonistle reseptor
aktivasyonunun Rho bagimli sinyal yolaginin aktivasyonuyla eslestigi ve bu eslesmenin de
myozin fosfataz inhibisyonuna neden olarak 20 kDA myozin hafif zincirinin (MLCy)
fosforilasyonu ve kasilmayla sonuc¢landigi ortaya ¢ikmistir. Normal kontrol WKY ratlarindan
izole edilen vaskiiler diiz kas hiicrelerinde insiilin Rho kinazi inaktive eder ve MBS
fosforilasyonunu azaltarak MP aktivasyonuna neden olur. Bu yolaga ek olarak insiilin ayni
zamanda fosfoinozitol (PI) 3-kinaz/NO/cGMP sinyal yolagini stimiile ederek myozin fosfatazi
aktive eder. Diyabetik GK ratlarinin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ise diyabetle baglantili
hiperglisemi insiilinle olusturulan myozin fosfataz aktivasyonunda belirgin bozuklukla eslik
edilmistir. Bunun yaninda myozin fosfatazin insiilin rezistansi, MBS fosforilasyonu, Rho kinaz
aktivasyonu, ve NO/cGMP sinyalinde ve myozin fosfataz aktivitesinde bozukluga neden olan
insiilin reseptor substrat-1 (IRS-1) baglantili PI-3 kinaz aktivitesinde belirgin azalmayla eslik
edilmistir. GK ratlarin kiiltiir vaskiiler diiz kas hiicrelerinin normal glikoz diizeyi iceren
ortamlara alinmast myozin fosfataz aktivasyonunu, sonu¢ olarak insiiline cevaplar
diizeltmemistir. Oysa WKY ratlarinin kiiltlir vaskiiler diiz kas hiicrelerinin yiiksek glikoz iceren
ortama alinmasi insiilinin myozin fosfataz aktivasyonu iizerine olan etkilerinin inhibisyonu ile
sonuclandi. Bu farklilik metabolik farkliliklardan ¢ok genetik farkliliklara baglanmistir. GK
diyabeti, artmis trombinle uyarilmis vaskiiler diiz kas hiicre kasilmasi ve artmis MLCy
fosforilasyonu ile eslik edilir. GK ratlarda anjiyotensin II aracili MLCy fosforilasyonunda

belirgin artis tespit edilmistir (126, 13).



Insiilin, trombin/fenilefrin aracili RhoA translokasyonunu inhibe eder. NOS ve cGMP
inhibitorleri insiilin aracili RhoA inaktivasyonunu bozmustur. NO/cGMP yolagi, insiilin ile
indiiklenen MBS’in Thr 695 fosforilasyonundaki azalmaya aracilik eder. Hem cAMP bagimli
protein kinaz (protein kinaz A) hem de cGMP bagimli protein kinaz ile fosforilasyon, Rho’nun
membrana baglanmasini bozarak Rho sinyalini inhibe eder. Rho sinyal yolagi, hem hipertansiyon

hem de diyabet patogeneziyle iliskilendirilmistir (13).
2.11.3. Rho/Rho-kinaz yolaginin kavernozal dokudaki fonksiyonu

Korpus kavernozum diiz kasinin kasilmasinda Rho aracili Ca* duyarlagmasi onerilmistir.
Wang ve ark. direk olarak permeabilize edilmis tavsan ve insan korpus kavernosumunda Ca®*
duyarlig1 gostermislerdir ve bu yolagin fazlaca eksprese edilen molekiiler komponenti olarak
belirlemislerdir. Rho kinaz inhibitorii olan Y-27632, fenilefrinle kastirilmis kavernozal seritleri
doza bagiml olarak gevsetmistir. Son ¢aligmalardaki veriler, kastrasyonu takiben Rho/Rho-kinaz
yolaginin korpus kavernozumda aktive oldugu ve testosteron kaybi sonucu erektil disfonksiyona
katkida bulundugunu 6nermistir. Hem ROKa (ROCK 1II) hem de ROKP izoformlarinin korpus
kavernozumda varlig1 gosterilmistir (155). In vivo bir rat modelinde bir Rho kinaz inhibitérii olan

Y-27632 korpus kavernozum basincini artirmistir, yani ereksiyona neden olmustur (32).

Chitaley ve ark. yaptiklar1 caligmalar sonucunda diger vaskiiler yataklardan alinan
verilerle uyumlu olarak, rat korpus kavernumunda da Rho kinazin a-adrenerjik ve endotelin-1 ile
indiiklenen kasilmalara aracilik ettigini 6nermislerdir (29).

Mills ve ark. rat korpus kavernozumunda yaptiklar1 ¢alismada artmis NO ve azalmis Rho
kinaz aktivitesinin sinerjik olarak calistigini 6nermislerdir. Buna goére NO, erektil fonksiyonu
kismen Rho/Rho-kinaz aracili Ca** duyarligini inhibe ederek saglar. Y-27632 ile tedavi edilen
deney hayvanlarindan elde edilen korpus kavernozum preparatlar1 diisiik voltajdaki elektriksel
saha stimiilasyonu ile potansiyalize edilmis cevaplar olusturmustur, bu da Rho/Rho-kinaz

inhibisyonunun NO aktivitesini artirdigini gosterir (93).

2.11.4. Rho kinaz yolagini gastrointestinal sistemdeki rolii



ca® sensitizasyonunun fizyolojik gastrointestinal diiz kas kasilmasinda yer alip almadigi
bilinmemekteydi. Tomomosa ve ark., in situ kosullarda Rho kinaz inhibit6rii Y-27632’nin gastrik
kasiimalarin amplitiidiinii ve motilite indeksini azalttigim bulmuslardir. Arastiricilar ilk defa Ca®*
duyarhiginin fizyolojik kosullar altinda diiz kas kasilmasini artirdigin1 gostermislerdir (148).

Diger taraftan bombezinin, Isrecol kolon karsinom hiicrelerinin, invazyon ve
migrasyonunun Rho’ya bagimli bir sekilde uyarildigr bildirilmistir (128). Bir statin olan
simvastatinin Rho/Rho-kinaz inhibisyonu ve protein kinaz B aktivasyonu yoluyla endotelyal
doku faktoriiniin indiiksiyonunu engelledigi gdsterilmistir (41). ROKo’nin myozin fosfataz
aktivitesini degistirerek intestinal diiz kas kasilmasinda 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir.
Bunun da nonvaskiiler kobay ileumunda Ca?* duyarligina neden olan ana mekanizma oldugu
sanilmaktadir (140). Rho ve p38 kinazin akut fonksiyonel etkileri gastrik asid sentezinin
inhibisyonu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Karbakol en azindan kismen Rho aktivasyonu yoluyla p38
kinazi indiikler. Rho’nun p38 kinazi aktive ettigi bilinmektedir. Rho’yu spesifik olarak inhibe
eden Clostridium botilinum ekzoenzim C3 (C3), karbakoliin p38 iizerine olusturdugu stimiilator

etkiyi belirgin olarak engellemistir (112).

2.11.4.1. Diyabetik gastrointestinal sistem ve Rho kinaz yolag:

Arastirmalarnmiz  sonucu bu konuyla ilgili yapilmus bir cahisma olmadig:

gorulmiistiir.

2.11.5. Rho kinaz yolaginin diger baz sistem ve olaylarla olan iliskisi

Bu giine kadar yapilan ¢alismalarda Rho GTPaz genlerinde az sayida mutasyon
saptanmasina ragmen, bazi tip kanserlerde Rho proteinlerinin transkripsiyonel diizeyde arttigini
bildiren ¢ok sayida calisma vardir. Bunlar arasinda genetik olarak farkli olan kolon, akciger ve
meme kanseri bulunur. Yakin zamanlardaki g¢aligmalar, RhoC genini faredeki metastatik
melanom hiicrelerindeki metastatik davranisin baslaticis1 olarak belirlemistir. Ayrica l6semiyle
iliskili Rho guanin doniistiiriicii faktor, Rho aktivatorii olarak belirlenmistir (17).

Onkojenik Dbl-proteinleri ile indiiklenen transformasyon prosesinde ezrin-radiksin-

moezin (ERM) {iyesi olan ezrinin gerekli oldugu bulunmustur. Dbl proteinlerinin



ekspresyonunun, hiicrenin hiicreye temas etmesi sonucu meydana gelen proliferatif etkinin inhibe
olmasi ile etkileserek onkojenik potansiyele katkida bulunabilecegi belirtilmistir. Hiicresel yasam
makinesinin (machinery) Rho GTPaz’larla direk olarak etkilendigi gosterilmistir. Bir onkojen
olan Ras gibi Rac, Cdc42 ve Rho’nun da transkripsiyonu NF-kB’ya bagimli baslaticilarla pozitif
olarak diizenlerler (17).

Son zamanlarda elde edilen veriler, RhoB’nin proapoptotik fonksiyonunu tartigmaktadir.
RhoB, normal hiicre dongiisiinden ¢ikma potansiyeli olan ve boylece kansere neden olabilecek
hasar gérmiis hiicreleri apoptozise dogru yonlendirebilir. Tiimoriin hiicre dongiisiinde yer alan
yapiskanlik, go¢, yayillma ve apoptotik siiregten kacis gibi 6zelliklerin Rho GTPaz aktivitesiyle
iligkili oldugu diistiniilmektedir (17).

Rho GTPaz’lar, néronal gog, kutuplasma (polarizasyon), akson rehberligi (axon
guidance), dendrit olusumu, sinaptik organizasyon, ve plastisite gibi ndronal olaylarla baglantili
olabilir. Amyotrofik lateral skleroz, mental retardasyon ve “Down sendromu” gibi norolojik
hastaliklar Rho ile iligkilendirilmistir. Ayrica "Wiscott-Aldrich sendromu” ve '"Tangier"
hastaliginda da Rho GTPaz’1n rol oynayabilecegi belirtilmistir (17).

Clostridium botulinum ve Stphylococcus aureus’tan salinan C3 transferaz bir ekzotoksin
olup ADP-ribozil transferaz aktivitesi gostererek RhoA, B, C’yi inhibe eder. Biiyiik Klostridyal
toksinler (large clostridial toxin) ise Clostridium spp. tarafindan salinip glikotransferaz aktivitesi
gostererek Rho, Rac ve Cdc42’yi inhibe eder. Eschrichia coli’den salinan nekrotize edici faktor
ve Bordetella spp. tarafindan salinan dermonekrotik toksin, GTP hidrolizini engelleyerek Rho’yu
aktif durumda tutarlar. Yersinia ve Salmonella bakterilerinden salinan bazi toksinler ise belli bir
dereceye kadar GEFs ve GAPs’lar taklit ederek hiicreye invazyonlarini ve hiicreye girislerini
saglarlar (17).

Y-27632, hem normal farelerde hem de sadece allerjenle duyarlasmis farelerde ve bu
arada allerjenle duyarlagmis viral enfeksiyonlu farelerde bronkospastik agonistlerle indiiklenmis
havayollar1 cevaplarini azaltmistir. Y-27632 ayn1 zamanda kobay ve sigir trakeasinda diiz kas
kasilmalarini in vitro olarak inhibe etmistir (55).

CCL39 (hamster akciger fibroblastlar1) fibroblastlarinda somatostatin-1 reseptorlerinin
aktivasyonunun trombin ve integrinle uyarilan Rho-GTP komleks olusumunu azalttig

bildirilmistir (18).



Rat koroner arterinde, kobay vaz deferensinde ve kopek trakeasinda agonistle
stimiilasyonun B-eskin (B-escin) ile permeabilize edilmis diiz kas myoflamentlerinin kalsiyuma
duyarligin1 artirdigi gosterilmistir. RhoA/ROCK aracilt kalsiyum duyarlagmasi havayollar1 diiz
kaslarinda gosterilmistir. Hem permeabilize edilmis hem de intakt tavsan trakea diiz kaslarinda,
karbakolle indiiklenen kasilmalar Y-27632 ile tamamen geri ¢evrilmistir. Rat bronsunda B-eskin
ile permeabilize edilmis diiz kaslarda asetilkolinle indiiklenen kalsiyum duyarlasmasi
gosterilmistir. Bu duyarlagmanin C3 eksoenzimle tamamen ortadan kaldirilmasi, RhoA’nin

duyarlagsmada rol oynadigini 6nermistir (28).

2.12. Diyabetin tedavisi

Diyabet tedavisinin ana Ogeleri diyetin diizenlenmesi ve bu arada sisman tip II
diyabetlilerin ideal agirliga dondiiriilmesi, eksersiz, insiilin uygulanmasi ve sadece tip II
diyabetlilerde gerektiginde oral antidiyabetik ilag verilmesidir. Insiilin tip I diyabette
hipoglisemik ila¢ olarak kullanilabilecek tek ilagtir. Tip II diyabette ise insiilin ve oral
antidiyabetik ilaglar arasinda duruma gore tercih yapmak gerekir. Oral antidiyabetik ilaglar
stilfoniliireler ve biguanidler (metformin) olmak iizere iki gruptur. Siilfoniliireler birinci kugak
(tolbutamid, klorpropamid) ve ikinci kusak (gliburid, glipizid, glibornurid, gliklazid, glikuidon)
olmak iizere iki gruptur Diger antidiyabetik ilaclar arasinda insiiline duyarligr artiricilar
(tiazolidindion tiirevleri: Troglitiazon, siglitazon, pioglitazon ve eglitazon), glikozidaz
inhibitorleri (akarboz, miglitol), guar sakizi ve aldoz rediiktaz inhibitorleri (tolrestat, sorbinil,
alrestatin) yer alir. Son zamanlarda pankreas beta-hiicrelerinin ATP’ye duyarli potasyum
kanallarmi, siilfoniliire tiirevlerinden farkli bir mekanizma ile kapatan siilfoniliire benzerleri

(repaglinid, nateglinid) ad1 verilen glinidler gelistirilmeye baslanmistir (75).



3. GEREC ve YONTEM

Deneylerde Hifzisthha Enstitiisiinden (Ankara, Tiirkiye) temin edilen 25-35 gr arasi
agirlikta Balb c cinsi fareler kullanildi. Farelerde diyabet olusturmak amaciyla intraperitoneal
olarak 100 mg/Kkg sitrat tamponu (pH=4,5) i¢inde ¢oziindiiriilmiis streptozotosin, 24 saat arayla
iki kez verildi. Kontrol hayvanlarina ise sadece sitrat tamponu (0.3 ml/40 gr) enjekte edildi (51).
Streptozotosin enjeksiyonu her giin bir fare ¢alisilacak sekilde birer giin arayla yapildi ve fareleri
karistirmamak amaciyla kuyruklari (marker ile) isaretlendi. Farelere yem ve su yeterince (ad
libitum) verildi. Fareler 22 £1 °C’, % 45-65 nem oran1 ve 12 saat giindiiz, 12 saat gece kosullari
saglanan Mersin Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Labaratuvarinda barmdirildi. Kan
glikoz diizylerini mg/dl olarak 6l¢mek i¢in farenin kuyrugundan kan alinarak glikoz striplerine
(Boehringer-Manheim, Germany) uygun sekilde damlatildi. 4 haftalik siire boyunca zaman
zaman kan glikozu ve agirliklari takip edildi. Streptozotosin enjeksiyonundan 4 hafta sonra

farelerin agirlik ve glikoz diizeyleri tespit edildikten sonra servikal dislokasyonla 6ldiriildi.

Aort, penis ve gastrik fundus hizli bir sekilde izole edildi. Oda sicakliginda i¢inde Krebs
solisyonu bulunan bir petri kabina alind1 ve ¢evre dokulardan temizlendi. Farkli olarak i¢inde
aort bulunan petri kab1, buz bulunan bir kabin iizerine yerlestirildi. Bir farenin torasik aortundan
yaklasik 3 mm kalinliginda halkalar hazirlandi. Bir aorttan ortalama 4 preparat elde edildi. Her
bir farenin penisinden iki adet korpus kavernozum preparat1 daha once belirtildigi gibi hazirlandi
(21).

Fundal seritler de daha onceden tanimlandig1 sekilde hazirlandi (22). Bir gastrik fundustan 2 ya
da 3 longitiidinal (2-3 mm X 15-20 mm) strip alindi.

Biitiin deneylerde banyo sicakligi 37 °C’de tutuldu ve Krebs soliisyonunun (mM olarak
NaCl 118, KCI 4.8, CaCl; 2.5, KH,PO, 1.2, NaHCOs3 24, glikoz 11, MgS0O4 1.2, Na,EDTA 0.01)
PH’s1 7.4°de sabit tutuldu ve %95 O,, % 5 CO, karisimiyla siirekli olarak gazlandirildi. Biitiin
preparatlara 0.5 gr 6n gerim uygulandi ve bir saatlik dengelenme siiresi boyunca 20 dakikada bir
Krebs soliisyonuyla yikandi. Dokularin tonusundaki degisiklikler “force displacement
transducer” (COMMAT, Ankara, Tiirkiye) araciligi ile izometrik olarak 6l¢iildii ve Biopac kayit
sistemi (Biopac systems Inc., CA, USA) ile veriler bilgisayar ortaminda elde edildi.



3.1. Kullanilan kimyasal ajanlar

L-fenilefrin hidroklorid, karbamilkolin kloriir (karbakol), papaverin hidroklortir,
asetilkolin kloriir, sodyum nitroprusiyad, ve streptozotosin Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA) firmasindan temin edildi. HA-1077 (fasudil), ve Y-27632 Tocris Cookson Ltd. (Bristol,

UK) firmasindan temin edildi.
3.2. Aort deneyleri

Aort ringleri 10° M fenilefrinle kastirilarak asetilkolin (10°-10* M), sodyum
nitroprusiyad (10°-3x10° M), papaverin (10°%-10™* M), fasudil (10®-10* M) ve Y-27632 (108-10°

> M) ile gevseme yanitlar1 alind1.
3.3. Korpus kavernozum deneyleri

Kavernéz doku 5x10° M fenilefrinle kastirildi. Kararli kasilmay takiben elektriksel saha
stimiilasyonu (40 V, 0.5 ms) artan frekanslarda (1, 2, 4, 8, 16 Hz) 2 dakika araliklarla 15 sn
siireyle uygulanarak gevseme yanitlar1 kaydedildi. Daha sonra asetilkolin (10°-3x10° M), fasudil
(10°-3x10"°> M) veya Y-27632 (10°-3x10° M) ile gevseme yanitlar1 alind1.

3.4. Gastrik fundus deneyleri

Gastrik fundal sertitlerinde kiimiilatif (10°-10"° M) karbakol uygulamasi ile énce kasilma
cevaplar elde edildi. Daha sonra tek doz karbakol ile doku kastirildi (genellikle 3x107 M) ve Y-
27632 (10%-10"° M) veya fasudil (10°8-3x10° M) gevseme yanitlar1 kaydedildi. Diger bir seride
ise dokular 45 dakika 10 M Y-27632 veya fasudil ile inkiibe edildikten sonra karbakole (10°°-
3x10"°> M) olan kasilma yanitlar1 elde edildi.

3.5. Sonuclarin degerlendirilmesi



Dokularin gevseme yanitlari, kasilmalarin ylizdesi olarak, kasilmalar ise mN (mili
Newton) cinsinden ya da mN/g doku agirlig1 cinsinden ifade edildi ve standart hatalari ile birlikte
(= SEM) gosterildi. Grafiklerin ¢izimi ve istatistiksel analiz i¢in bilgisayar ortaminda Graph-Pad
Prism (CA, USA) programi kullamildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc testi olarak Bonferoni kullanildi. Ayrica gerektiginde iki ortalama
arasindaki farki karsilagtirmak igin student t testinden faydalanildi. 0.05’den kiigiik P degerleri

anlamli olarak kabul edildi.

4. BULGULAR

4.1. Kontrol ve diyabetik farelerin kan glikoz seviyeleri ve viicut agirhg: degisimleri

Farelere giinde bir kez (2 giin boyunca) 100 mg/kg streptozotosin verilmesi, dramatik bir
diyabet tablosu olusturmustur; deneklerin 30. giindeki kan glikoz diizeyleri 428+26.2 (n=11)
mg/dl bulunurken, ilk streptozotosin uygulanmadan Onceki glikoz diizeyleri 94.8+4.11 (n=12)
mg/dl olarak bulunmustur (P<0.001). Farelerin agirlik ve kan seker diizeyleri ile ilgili veriler

tablo II” de gosterilmistir.

Tablo II: Kontrol ve diyabet olusturulan farelerin 0. ve 30. giinlerdeki agirlik ve kan glikoz

diizeyleri.
Agirhk (gr) Kan seker diizeyi (mg/dl)
0. glin 30. glin 0. glin 30. glin
Diyabetik olmayan grup  [30.5+1.1  |35.9£1.4 ** 85.4+4.1 (96,4+5.9
Diyabetik grup 353+1.0  [28.2£1.5 *** 04,8+4.1 |428426.2 ***

Degerler ortalama+ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. **: p<0.01, ***: p<0.001.

4.1. Aort bulgular



Izole fare aort halkalarmi &n kastirmak amaciyla bir a-1 agonisti olan fenilefrin
kullamlmustir. Fenilefrinle (10° M) indiiklenen kasilmalar kontrol aortlarinda 3.43+0.20
milinewton (mN) olarak bulunurken, diyabetik aortlarda 4.22 +0.29 mN olarak bulunmustur
(P<0.05). Fasudil (108-10* M Sekil 2) ve Y-27632 (10®-10° M Sekil 2) asetilkolin (10°-10* M,
Sekil 3), sodyum nitroprusiyat (10°-3x10° M, Sekil 3), papaverin (10%-10* M Sekil 3) hem
diayabetik hem de diayabetik olmayan fare aort halkalarinda konsantrasyona bagimli gevseme
olusturdu. Ancak, asetilkoline verilen gevseme yanitlar1 diyabette biiyiik ol¢iide baskilanirken
diger ajanlarin olusturdugu gevsetici cevaplar degismedi.

Gevsetici ajanlara ait pECso degerleri bir tablo halinde sunulmustur (Tablo III).

Tablo I11: Aortta gesitli gevsetici ajanlara ait pECs degerleri.

PECso degerleri (M) *

Kontrol Diyabetik p<0.0

Sodyum nitropurissiyat | 7.99+0.10 (n=16) 7.90£0.08 (n=16) P>0.05 5,
Papaverin 5.2940.10 (n=12) 526 £0.09 (n=15) P>0.05 | diyabe
Fasudil 5.56+0.07 (n=16) 546+0.07 (n=14) P>0.05 tik
Y-27632 6.24+0.09 (n=12)* 6.22£0.07 (n=15)" P>0.05 | olmay
an

dokularda fasudil ile Y-27632 karsilastirildiginda; f, p<0.05, diyabetik dokularda fasudil ile Y-
27632 karsilastirildigi zaman.

Diyabetik olmayan farelerden elde edilen cevaplar dikkate alindiginda, Y-27632’nin
fasudile gore daha potent oldugu buna karsilik efikasitelerinde ¢ok belirgin bir farkin olmadigi
tespit edildi (Tablo I11). Enaks (efikasite) degerleri gosterilmemistir. Benzer bir durum diyabetik
gruptaki fasudil ve Y-27632 cevaplarinda da gozlendi. (Tablo III).

4.2. Korpus kavernozum bulgular:



Kavernozal preparatlart 6n kastirmak icin, yine a-1 agonisti fenilefrin (5x10° M)
kullanildi.  Onkastirilan  kontrol ve diyabetik korpus kavernozumlarr elektriksel saha
stimiilasyonuyla frekansa bagimli (Genlik:40 V, durasyon:0.5 ms, siire:15 sn, aralik: 2dk da bir,
frekanslar: 1, 2, 4, 8, 16 Hz) olarak gevseme cevaplari olusturdu.

Asetilkolin (10°-3x10° M), fasudil (10°-3x10™ M) ve Y-27632 (10°-3x10"° M) ile hem
kontrol hem de diyabetik kavernéz dokularda doza bagimli gevsemeler elde edildi. Kavernoz
dokuda elektriksel saha stimiilasyonu ve asetilkolinle olusturulan gevsemeler diyabette belirgin

olarak baskilanirken (Sekil 4), fasudil ve Y-27632 gevsemeleri degismedi (Sekil 5).
4.3. Gastrik fundus bulgular

Diyabetik fare gastrik fundusunda kiimiilatif olarak karbakol (10°-10° M) uygulamasi ile
elde edilen kasilmalar mN olarak ifade edilip, kontrolleri ile karsilastirildiginda belirgin bir
azalma tespit edildi. Ancak kasilmalar mN/g doku agirlig1 olarak ifade edildiginde 6nemli bir
fark bulunamadi (Sekil 6).

Diger bir deney serisinde submaksimal karbakol dozu ile 6n kastirilan striplerde Y-27632
(10%-10° M) ve fasudil (108-3x10° M) konsantrasyona bagimli gevsemeler olusturdu. Bu
gevsemeler diyabetik dokularda aym1 maddelerle elde edilen gevsemelerle karsilastirildiginda
birbirinden istatistiksel olarak farkli olmadigi bulundu (Sekil 7).

Bir bagka deney grubunda gastrik fundal seritler Y-27632 veya fasudil (10 M) ile 45
dakika inkiibe edildi ve daha sonra karbakol (10'9-3X10'5 M) ile kastirildi. Karbakol kasilmalar
mN veya mN/g doku agirlig1 olarak ifade edildiginde, fasudil inkiibasyonu diyabetik ve diyabetik
olmayan dokularda karbakol cevaplarini siiprese etme bakimindan bir fark olusturmadi (Sekil 8).
Buna karsilik Y-27632, karbakol (10°-3x10° M) kasilmalarmi diyabetik grupta daha fazla
sliprese etmistir. Ancak kasilmalar mN/g doku agirligi olarak ifade edildiginde ise, kontrol ile

diyabet arasinda belirgin fark bulunamadi (Sekil 9).
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Sekil 2: Diyabetik olmayan (streptozotosin ¢oziiclisu olan sitrat tamponu, 0.3 mi/40 g)
farelerde ve streptozotosin (100 mg/kg i.p, 2 gun boyunca, 1x1) ile diyabet (30 gin)
olusturulmus farelerden elde edilen aort halkalarinda Rho -kinaz inhibitérleri fasudil (10°8-10*
M, n=16-14) ve Y-27632 (10®-10° M, n=12-15) gevseme cevaplariin karsilagtirilmasi. Her
iki Rho-kinaz inhibitoriine karsi olusan gevsemeler diyabetik sartlarda degismemistir.
Gevsemeler kasilmalarin yiizdesi olarak ifade edilmistir. Istatistiksel analiz icin tek yonli

varyans analizi (ANOVA) ve Bonferroni post hoc testi kullanilmstir.
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Sekil 3: Kontrol ve diyabetik (100 mg/kg i.p, 2 gin boyunca, 1x1) fare aort ringlerinde
asetilkolin (n=14-16), papaverin (n=12-15) ve sodyum nitroprussiyata (SNP, n=16-16) ait
gevseme egrileri. Diyabetik aortlarda asetilkolin gevsemeleri belirgin olarak ba skilanirken,
papaverin ve sodyum nitropurussiyat gevsemeleri kontrolden farkli bulunmadi. Gevsemeler
kasilmalarin yiizdesi olarak ifade edilmistir. Istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi

(ANOVA) ve Bonferroni post hoc testi kullanilmugtir. *: P < 0.05, ***: P < 0.001.
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Sekil 4: Kontrol ve diyabetik kavernozal dokular 5x10 M fenilefrinle olusturulan diizenli bir
kasilmadan sonra asetilkolin (10'9-10'5 M, n=11-12) ve 1, 2, 4, 8 ve 16 Hz frekansinda (0.5
ms, 40 V) elektriksel saha stimiilasyonu (ESS, 2 dakika araliklarla 15 sn boyunca, n=12-12)
ile elde edilen gevseme yanitlarinin karsilastirilmasi. Asetilkolin ve ESS gevseme yanitlart
diyabet ile belirgin olarak baskilanmigtir. Gevsemeler kasilmalarin ylizdesi olarak ifade
edilmistir. Istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Bonferroni post hoc

testi kullanilmugtir. *: p<0.05 , **: p<0.01, ***: p<0.001.
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Sekil 5: Diyabetik (Stz 100 mg/kg i.p, 2 gun boyunca, 1x1) ve Kontrol (streptozotosin

¢oziliclisii olan sitrat tamponu, 0.3 ml/40 g) fare kavernozal dokularinda fasudil ve Y-
27632’ye ait gevseme egrileri. Fasudil (10°-3x10° M, n=7-10) ve Y-27632 (10°-3x10° M,

n=9-10) gevseme yanitlar1 kontrolden farkli bulunmamistir. Gevsemeler kasilmalarin yiizdesi

olarak ifade edilmistir. Istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve

Bonferroni post hoc testi kullanilmigtir.
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Sekil 6: Kontrol ve diyabetik (100 mg/kg i.p, 2 gin boyunca, 1x1) fare gastrik fundus
striplerinde karbakol (10°-10° M, n=13-15) kasilmalarma ait konsantrasyon-yanit egrileri.
Kasilmalar milinewton (mN) olarak ifade edildiginde diyabetik karbakol kasilm alar1 belirgin
olarak baskilanirken (tstteki grafik), kasilmalar yas doku agirliklarma boliinerek ifade
edildiginde (mN/g) bu baskilanma istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (alttaki grafik).
Istatistiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Bonferroni post hoc testi
kullanilmigtir. **: P<0.01, ***: P <0.001.
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Sekil 7: Submaksimal karbakol dozu (genellikle 107 veya 3x10” M) ile kastirilan kontrol ve
diyabetik (100 mg/kg i.p, 2 giin boyunca, 1x1) fare gastrik fundus striplerinde Y -27632 ve
fasudil gevseme yamtlari. Diyabetik striplerdeki Y-27632 (108-10° M, n=10-11) ve fasudile
(10%-3x10° M, n=6-8) gevseme yamtlari kontrolden farkli bulunmamistir. Gevsemeler
kasilmanin yiizdesi olarak ifade edilmistir. Istatistiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi

(ANOVA) ve Bonferroni post hoc testi kullanilmistir.
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Sekil 8: Kontrol ve diyabetik (100 mg/kg i.p, 2 gin boyunca, 1x1) fare gastrik fundus stripleri
45 dakika 10 M fasudil ile inkiibe edildikten sonra karbakole (10°-3x10° M, n=6) ait
kasilma egrileri. Kasilmalar hem milinewton (mN) hem de mN/g doku agirli g1 olarak ifade
edildiginde, fasudil inkiibasyonundan sonra kontrol grubundaki karbakol konsantrasyon-
cevap egrisinde olusan siipresyon, diyabetik gruptakinden farksizdi. Istatistiksel analiz icin

tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve Bonferroni post hoc testi kullanilmustir.
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Sekil 9: Kontrol ve diyabetik (Stz 100mg/kg i.p., 2 giin boyunca 1x1) fare gastrik funduslari
45 dakika 10* M Y-27632 ile inkiibe edildikten sonra karbakole karsi olusan kasilma
yanitlart. Kasilmalar milinewton (mN) olarak ifade edildiginde, Y-27632 ile inkiibe edilen
diyabetik gastrik funduslarda karbakol (10°-3x10° M, n=8-9) kasilmalari dramatik bir sekilde
stiprese edildi. Ancak kasilmalar mN/g doku agirligi olarak ifade edildiginde ise, kontrol ile
diyabet arasinda belirgin fark bulunamadi. Istatistiksel analiz icin tek yonlu varyans analizi

(ANOVA) ve Bonferroni post hoc testi kullanilmugtir. **: p<0.01, ***: p<0.001.



5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, Rho kinaz inhibitdrleri Y-27632 ve fasudilin, gesitli dokulardaki (aort, korpus
kavernozum, gastrik fundus) olasi gevsetici etkileri incelendi ve bu gevseme yanitlarinin
diyabetle degisip degismedigi arastirildi.

Cizgili kastakinin aksine, diiz kastaki kasilma fenomeni, membran potansiyelinden
bagimsiz olarak esasen serbest sitoplazmik kalsiyum ([Ca?*]y) ile tetiklenir (135). Reseptorlerin
kastirict agonistlerle stimiilasyonu, sitoplazmik serbest kalsiyum diizeylerini artirir; kalsiyum,
sitoplazmada kalmodiiline baglanir, bu sekilde aktive olmus kalmodiilin, myozin hafif zincir
kinazin1 stimiile eder. Myozin hafif zincir kinaz enzimi, myozin hafif zincirini fosforilleyerek diiz
kas kasilmasini baglatir (71). Kas hiicrelerinin ana molekiiler motoru olan myozin II, myozin
hafif zincirinin fosforilasyonu ve defosforilasyonu ile diizenlenir. Fosforilasyon, myozin hafif
zincir kinazi ile olurken, defosforilasyon ise myozin fosfataz ile gergeklestirilir (134). Diger
taraftan hiicre ici Ca®* konsantrasyonunun her zaman myozin hafif zincir fosforilasyonu ve sonug
olarak kas kasilmasiyla paralel olmadig: bildirilmistir. Agonist stimiilasyonuyla uyarilan myozin
hafif zincir fosforilasyonu ya da kasilmanin giicii, depolarizasyonla indiiklenen kalsiyum
konsantrasyonundaki artigla olusan kasilmadan daha biiytiktiir. Bagka bir deyisle myozin hafif
zincir fosforilasyonu ve kasilmanin giicii, [Ca’*]’daki degisikliklerden bagimsizdir. Bu durum
ca® duyarlig1 olarak isimlendirilir (135). Bu bulgu, sabit [Ca®*); diizeylerinde kasilmay1
diizenleyebilecek diger baska yolaklarin olabilecegini akla getirmistir (46). Nitekim son
zamanlarda kii¢iik bir GTPaz ve onun alt inici efektdrii olan Rho kinaz enziminin (p160Rho,
ROCK2, ROKa)’nin Ca?* duyarliginda rol oynadigi bulunmustur (133).

Diger taraftan, Rho-bagimli sinyal yolaginin, vaskiiler ve vaskiiler olmayan diiz kas
kasilmas1 disinda, sitokinez, hiicre morfolojisi ve hiicre gogiinii de igeren farkli hiicresel
fonksiyonlar1 diizenledigi bildirilmistir (46). Ayrica, hayvanlarda olusturulan hastalik
modellerinde Rho/Rho-kinaz sinyalinin en azindan kismen hipertansiyon, ateroskleroz, astim ve
malign hiicre gogiinden sorumlu oldugu savunulmustur (46, 27). Streptozotosin ile diyabet
olusturulan ratlarin aortlarinda kastiric1 ajanlara karsi, ¢eliskili sonuglar rapor edilmesine ragmen,

daha ziyade artmig kasilma yanitlar1 bildirilmistir (2).



5.1. Aort

Diyabetik durumlarda Rho protein diizeyi ve Rho-kinaz aktivasyonunun artmis oldugu
bildirilmesine (91) ragmen fasudil ve Y-27632 gibi Rho-kinaz inhibitorlerinin kullanildig:
fonksiyonel c¢alisma heniiz yoktur. Dolayisiyla bu ¢alismada s6z konusu Rho-kinaz
inhibitorlerine olan gevsetici cevaplarin diyabette nasil degistigini arastirdik.

Diyabetik hayvan modellerinde vaskiiler dokularin vazokonstriktor ajanlara olan artmais,
degismemis ve azalmis cevaplar bildirilmistir. Benzeri celiskili sonuglar gevsetici ajanlara karsi
da s6z konusudur (108). Bu ¢alismada diyabetik aortta asetilkoline karsi esaslt bir yanit azalmast
mevcuttur. Asetilkoline kars1 olusan gevsemelerin 6nemli Slgiide azalmasi olasilikla endotelyal
disfonksiyona baghdir. Diger taraftan papaverin ve sodyum nitroprussiyada karsi olusan
vazodilator cevaplar ise diyabetik grupta azalmamistir, bu da diiz kas fonksiyonlarinin, hig
olmazsa bu diyabetik protokolde, bozulmadigini dnermektedir. Diger taraftan calismamizda
fenilefrine kars1 artmis bir cevap gozlemledik. Bu cevap artisi siiperoksid anyonlarinin asiri
tiretimine (59), protein kinaz C aktivasyonuna (61) ve/veya Rho/Rho-kinaz sinyalizasyon
yolagiin aktivasyonuna (91, 126) atfedilebilir.

Rho sinyalizasyonunun diiz kas kasilmasi sitokinez, hiicre morfolojisi, hiicre gocii (46) ve
norotransmitter saliverilmesi (23) gibi ¢ok c¢esitli hiicresel olaylara aracilik ettigi bildirilmistir.
Ayrica c¢esitli hayvan hastalik modellerinde de, ornegin hipertansiyon, vaskiiler spazm ve
ateroskleroz (46), astim (27) ve malign hiicre gocii (63) gibi patolojilerde Rho/Rho-kinaz yolagi
kismen sorumlu tutulmaktadir.

Streptozotosinle indiiklenen diyabetik ratlarin baziller arterlerinde RhoA’nin upregiile
oldugunun bildirilmistir ve bu kii¢iik G proteininin diyabetteki vaskiiler patolojide yer alabilecegi
onerilmektedir (91). Benzer sekilde, bir tip II diyabet modelinde Rho kinaz aktivitesi artarken
myozin fosfataz aktivitesi azalmistir (126). Bunun sonucunda vazokonstriktorlere verilen
cevaplarda artis goriilebilir. Rho kinaz aktivitesini etkili bir sekilde inhibe edebilen insiilinin
salinimindaki yetersizlik, diyabetteki bu degisiklikten sorumlu tutulmustur (126). Benzer sekilde,
bu ¢alismada streptozotosin ile indiiklenen diyabet modelinde de insiilin sekresyonundaki azalma
sonucunda artmis Rho/Rho-kinaz aktivitesine bagl olarak fenilefrine artmis kasilma yanitlari

olusabilir. Buradan hareketle 6n kastirilmis diyabetik aortlarda, Rho kinazin inhibe edilmesinin



diyabetiklerde, diyabetik olmayan aortlardan daha fazla gevsemeye neden olabilecegi
diistiniilebilir. Ancak beklenenin aksine, Rho kinaz inhibitorleri Y-27632 ve fasudil, diyabetik
aortta kontrole gore farkli olmayan gevsemeler olusturmustur. Bu calismada Rho kinaz
aktivitesini ve ekspresyonunu degerlendiremedik. Buna ragmen, Rho kinaz inhibitorlerine
gevseme yanitlarinin degismemesi bulgusunu ii¢ sekilde acgiklayabiliriz: 1) Daha 6nce yapilan
caligmalarin aksine streptozosinle indiiklenen diyabetik farelerden alinan aortlarda Rho kinazin
ne aktivitesi ne de ekspresyonu artmaktadir; 2) Rho sinyal yolagi diyabette artmis olabilir ama
fenilefrinle indiiklenen kasilmalara farkli sekilde katkida bulunmayabilir; 3) Endoteli
uzaklastirilmis veya nitrik oksid sentaz ya da guanilil siklaz inhibitérleri varliginda endoteli
saglam rat aortunda, Y-27632’nin gevsetici etkisi azaldigi i¢in (30), bizim diyabet modelinde
Rho kinaz inhibitorlerine verilen artmasi olasi gevsemeler, endotel disfonksiyonundan dolay1
goriilmemis olabilir. Nitekim bu calismada asetilkoline karsi gelisen endotel aracili gevsetici
cevaplar 6nemli 6l¢iide baskilanmistir. Sonug olarak endotel harabiyeti Rho kinaz inhibitorlerine
olan cevabi etkilemis olabilir. Bu agiklama bize en makul gelenidir.

Sonug olarak diyabette Rho/Rho-kinaz yolagmin aktive oldugu bildirilmesine ragmen
(91) bizim g¢aligmamizda Y-27632 ve fasudile olan gevsemeler diyabetik durumla degisiklik

gostermemistir.

5.2. Korpus kavernozum

Bu caligmada streptozotosin ile indiiklenen diyabetik ve kontrol farelerinin izole korpus
kavernozumlarinda da, Rho kinaz inhibitdrlerine olan gevseme yanitlar karsilastirildi.

Cesitli tlirlerden izole edilen korpus kavernozumlarda, diyabetin hem endotelyal hem de
nitrerjik gevsemeyi olumsuz etkiledigine dair ¢ok sayida kanit vardir (52, 138, 145). Biz bu
caligmada, literatlirdeki bulgular1 dogrular sekilde asetilkolin ve nitrerjik stimiilasyona azalmis
gevseme yanitlar1 elde ettik. Diyabet aracili erektil disfonksiyonda sorumlu olabilecek
mekanizmalar arasinda, nitrik oksid sentezinde bir defekt veya nitrik oksidin siiperoksid
anyonlariyla ya da bir takim glikozile son firiinler tarafindan yakalanmasi bulunmaktadir (153,
25). Ayrica, L-arginin hidrolizini katalizleyen arginaz II enziminin diyabette up regiile oldugu ve
sonu¢ olarak L-arjininden nitrik oksid tiretiminin azaldigi da bildirilmistir. Buna ek olarak

vazodilator prostasiklin sentezi, diyabette sekteye ugramistir (15, 67). Yukaridaki bazi



mekanizmalarla uyumlu olarak, antioksidanlarla ve metal selatorleriyle tedavi, hayvanlardaki
erektil disfonksiyonu kismen diizeltmistir (52, 76).

Kavernozal diiz kas kasilmasi daha ziyade noradrenerjik sinirlerden saliverilen
noradrenalinin, oa-adrenerjik reseptorleri aktive etmesi ile saglanir. Bu reseptorler, agonist
stimiilasyonuyla Rho ve sonu¢ olarak Rho kinaz aktivasyonuyla sonuglanan, heterotrimerik G
proteinleriyle kenetlenmistir (135). Rho sinyalizasyon yolagi, kalsiyum duyarligi olarak
adlandirilan ve myozin hafif zinciri fosforilasyonu ile kasilma giicliniin [Ca2+]i’den bagimsiz
olmasi seklinde tanimlanabilen bir fenomene aracilik eder (134). Diger taraftan Rho kinaz
antagonizmasinin erektil disfonksiyonun tedavisi i¢in bir potansiyel olusturdugu bildirilmistir
(122). Rho, proteinlerinin diizeylerinin diyabetik vaskiiler diiz kaslarda arttig1 bildirilmesine
ragmen, diyabetik korpus kavernozumda bu proteinlerin diizeyleri heniiz aragtirilmamistir (92,
126). Buna ragmen biz bu calismada diyabetik fare korpus kavernozumunda Y-27632 ve
fasudil’e verilen gevseme yanitlarinin, diyabetik olmayan farelerinki ile karsilastirildiginda,
degismedigini bulduk.

Sonug olarak diyabetik fare korpus kavernozumlari kontrollerle karsilastirildiginda, Rho
kinaz inhibitorlerine farkli gevseme yanitlart vermemistir. Bu yiizden bu ajanlarin kullanilmasi

diyabetik erektil disfonksiyonun tedavisinde terapotik bir yarar saglayabilir.

5.3. Gastrik fundus



Diyabet komplikasyonlar1 arasinda konstipasyon, disfaji, abdominal agri, bulanti ve
kusma, malabsorbsiyon, fekal inkontinans ve diyare bulunmaktadir (100, 159). Diyabetik gastrik
fundus diiz kaslarinda nitrik oksid sentaz ekspresyonu ve mideye nitrerjik motor iletimin ve
ayrica eksitator norotransmitterlere karsi olusan sinyal cevaplarinin azaldigi gosterilmistir (142).
Diyabette gerek B-adrenerjik reseptor agonistlerine gevseme ve gerekse serotonine karsi kastiric
cevaplarda azalma bildirilmistir (161). Bu calismada ise karbakole olan kontraktil cevaplar,
dokunun grami basma olan kuvvet degeri olarak ifade edildiginde degismemistir, ancak
karbakole olan kasilmalar (kuvvet degeri olarak ifade edildiginde) karsilastirildiginda belirgin
olarak baskilanmistir. Diger taraftan Oztiirk ve ark. streptozotosin ile olusturulan diyabette

sicanlarin duodenumunda kalmodulin diizeylerinin diistiigiinii tespit etmiglerdir (110).

Hiicrede Ca®* duyarlig ile ilgili olarak son zamanlarda Rho/Rho-kinaz yolagimin 6nemli
rol oynadig1 bulunmustur (133). Rho sinyalizasyon yolagi damar diiz kas1 disinda gastrointestinal
diiz kaslarda da Ca®* duyarligia aracilik etmektedir (140, 23). Dolayisiyla diyabette bu yolakta
olast degisiklikler s6z konusu olabilir. Bu amagla iki Rho kinaz inhibitorii Y-27632 ve fasudile
olan cevap degisiklikleri diyabetik ve diyabetik olamayan farelerin gastrik funduslarinda
arastirllmistir. Y-27632 ve fasudile gevseme yanitlart kontrol ve diyabette birbirlerinden farkl
bulunmamistir. Ayrica fasudil inkiibasyonunda karbakol kasilmalar1 diyabetten farkli degildi.
Buna karsilik Y-27632 inkiibasyonunda karbakol kasilmalart mN olarak ifade edildiginde
diyabette kontrole gore 6nemli Olciide baskilanmigti. Ancak dokunun grami bagina mN olarak
ifade edildiginde karbakole ait kasilma cevaplar1 azalmakla beraber diyabetik olmayan gruptaki
cevaplardan farkli degildi. Sonug olarak bu verilerden, Rho kinaz enzim etkinligi veya diizeyi ile
ilgili bir sonuca varmak gii¢ goriinmektedir. Ancak goriiniise gore bu enzim diizeyi ve aktivitesi
diyabetik gastrik fundusta pek fazla degismemektedir. Bunu dogrulamak i¢in hem diyabetik hem
de diyabetik olmayan farelerin gastrik fundusunda Rho kinaz enzim diizeylerinin Western blot
analiziyle gosterilmesi gerekmektedir. Sayet bu enzim diizeyleri diyabetik gastrik funduslarda
degismis olsa bile bunun, dokunun fonksiyonel cevabina fazla katki saglamadigini
diisiinmekteyiz. Ciinkii Rho kinaz enzim inhibitdrleri hem diyabetik hem de normal dokularda
farkli gevseme paterni olusturmamistir. Ayrica, inkiibasyon deneylerinde de benzer sonuclar elde
edilmistir. Diger taraftan Rho kinaz inhibitorlerine olan gevseme yanitlarina bakildiginda ve bu
inhibitorlerin varliginda karbakole olan kasilmalarin deprese edildigi gerceginden hareketle

Rho/Rho-kinaz sinyalizasyon yolagmin gastrik fundusun kasilmalarimi kontroliinde rol



oynayabilecegi sOylenebilir. Ayrica bu yolagin ayn1 dokuda kolinerjik sinir stimiilasyonu ile
asetilkolin saliverilmesinde de rol oynadigi simdilerde gosterilmistir (23).

Diyabetik sigan duodenumunda KCl cevaplarinin azalmasina bakilarak diiz kasm Ca®"a
duyarhiginda bir azalmanin olabilecegi ileri stiriilmiistiir (110). Olas1 mekanizmalar kalmodulin
iizerinde yogunlagmistir. Oysa Ca** duyarligina neden olabilecek diger yolaklar (Rho kinaz,
protein kinaz ve arasidonik asid) arastirilmamistir. Kalsiyuma bagli mekanizmalar araciligr ile
gelisen kasilmalar yukarida sayilan sinyalizasyon yolaklarini da igerebilir. Bu durumda hipotetik
olarak Rho/Rho-kinaz yolagmin gastrik fundusta zayiflamasi beklenebilir. Ancak Rho kinaz
inhibitorleriyle elde ettigimiz gevseme degerlerinin farkli olmamasi ve bu arada bu maddeler
varliginda kasilma cevaplarinda 6nemli degisikliklerin olmamasi yukaridaki hipoteze uygun
diismemektedir.

Sonug¢ olarak diyabette cesitli ajanlara olan hem kasilma hem de gevseme cevaplari
kiintlesmistir. Bu cevap degisikliklerinin reseptoér dansitesinde ya da reseptdr sonrasi olay
verimindeki degisikliklerden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (110). Ayrica sican gastrik
fundusunda Ca?**a duyarlik artis1 bildirilmekle beraber diger bazi calismalarda tam tersine Ca®"a
duyarlikta bir azalma rapor edilmistir (4, 107). Bu ¢alismada diger sinyalizasyon yolaklarinin
tersine gastrik fundusta Rho sinyalizasyon yolagi etkilenmemis olabilir. Bu goriisii dogrulamak

icin Rho ve Rho kinaz diizeylerinin gosterilebilecegi Western blot analizlerine ihtiyag¢ vardir.
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