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ONSOZ

Vaskiiler tonus normal fizyolojik kosullarda endotel-kaynakli gevseme
faktorleri (EDRF), endotel-kaynakli hiperpolarizasyon faktorleri (EDHF) ve endotel-
kaynakli kastiric1 faktorler (EDCF) tarafindan kontrol edilmektedir. Calismamizda
vaskiiler tonusu kontrol eden ve patolojik kosullarda artan EDCF yanitlar
degerlendirilmistir. EDCF etkisi hipertansiyon ve diabet gibi endotel
fonksiyonlariin bozuldugu hastaliklarin yaninda yaslanma, hiperglisemi ve hipoksi

gibi oksidatif stresin arttig1 kosullarda da artmaktadir.

Hiperglisemik ve diabetik kosullarda EDCF yanitindaki olasi artigin
mekanizmasi, damar diiz kas tonusiine etkisi oldugu bilinen/gosterilen iki kinaz
yolagimmin aktivitesi ile degerlendirilmistir. Bu yolaklardan biri vaskiiler diiz kas
kontraksiyonunda rol alan, ayrica hipertansiyon, koroner vazospazm, inme,
aterosklerozis, kalp yetmezligi ve diabet gibi patolojilerde aktivitesi artan Rho-kinaz
yolagidir. Rho-kinaz inhibitorleri, spontan hipertansif siganlarda yapilan ¢alismada
artmig olan EDCF yanit1 azaltmis (Dennis ve ark., 2010), STZ-diabetik si¢anlarda ise
vaskiiler kasilmayr inhibe etmistir (Li ve ark., 2014). Calismamizda
degerlendirdigimiz diger yolak ise hiicresel enerji sensorii olarak bilinen, aym
zamanda arteryal diiz kasta endotel bagimli ve endotel bagimsiz gevsemeyi
saglayarak vaskiiloprotektif etkisi olan AMPK yolagidir. AMPK aktivasyonu Rho-
kinaz aktivasyonunun tersine hipertansiyon ve diabet gibi hastaliklarda azalmaktadir.
STZ-diabetik sigcanlarda (Wang ve ark., 2009) ve Otsuka Long Evans Tokushima
Fatty (OLETF) sicanlarda (Lee ve ark., 2005) yapilan c¢alismalarda AMPK
aktivasyonunun deprese olmasi deneysel olarak bu durumu kanitlamaktadir. Benzer

patolojilerde ters etki gostermeleri bu iki kinaz yolag1 arasinda iliski olabilecegini

Vi



diistindiirmektedir. Anjiotensin II ile indiklenen hipertansif farelerde resveratrol
tedavisinin AMPK aktivasyonuyla Rho-kinaz aktivitesini azaltarak kan basicini
diizenlemesi (Cao ve ark., 2014), yiiksek yag diyeti verilen farelerde metabolik
anomalilerin  Rho-kinaz inhibitériiyle AMPK-aracili olarak diizeltilmesi ve bu
olumlu etkilerinin AMPK geni silinmis farelerde ortadan kalkmasi (Noda ve ark.,

2014) bu iki kinaz yolagi arasinda bir iliski olabilecegini gostermektedir.

Caligmamizda oncelikli olarak akut hiperglisemik kosullarda EDCF
yanitlarinda nasil bir degisim oldugu degerlendirilmistir. Fakat inkiibasyon siiresinin
uzamastyla EDCF yanitlarinin hem normoglisemik hem de hiperglisemik ortamda
beklenenin tersine azalmasi nedeniyle kisa donem (4 hafta)- STZ diabetik sigcanlarda
calismaya devam etmeye karar verilmistir. Kisa donem STZ- diabetik sicanlarda
artan EDCF yanitlarina Rho-kinaz ve AMPK yolaklarinin katkist arastirilmistir. Bu

iki yolagin birbirine etkisi incelenerek mekanizma aydinlatilmaya calisilmistir.
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1. GIRIS

Diabetes Mellitus prevalansi diinya genelinde obezitenin artmasi, fiziksel
aktivitenin azalmasi, popiilasyonun yas ortalamasinin artmasi gibi sonucglara bagl
olarak artmaktadir (Steven ve Haffner, 2006). Diabet prevalansi 2000 yilinda 177
milyon (%2,8) olarak tespit edilmis ve 2030 yilinda bu sayinin ikiye katlanarak 366
milyon (%4,4) olmas1 beklenmektedir (Wild ve ark., 2004).

Diabetes Mellitus karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmasinda bozukluklara
sebep olan metabolik bir hastaliktir. Diabetes Mellitus tip 1 ve tip 2 olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. Tip 1 diabette pankreasin  hiicrelerinin harabiyeti sonucu
insiilin iiretiminde problem olusmaktadir. Tip 2 diabette ise insiilin iiretiminde
problem olmamasina karsin hedef hiicrelerde insiilin direnci vardir. Diabetin
insiiline-bagimli (tip 2) ve insiiline-bagimli olmayan (tip 1) tim formlar

hiperglisemiyle karakterizedir (Giacco ve Brownlee, 2010).

Diabet kaynakli mortalite ve morbiditenin en énemli nedenleri mikrovaskiiler
(retinopati, noropati, nefropati) ve makrovaskiiler (kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler) komplikasyonlardir (Csanyi ve ark., 2007). Kronik hiperglisemi
diabetik komplikasyonun gelismesinde ana etken olarak tanimlanmaktadir (Qian ve

ark., 2010).

Hipergliseminin hiicre hasarina neden olmasinin altinda yatan mekanizmalar su

sekilde siralanabilir (Giacco ve Brownlee, 2010):



1.  glukoz ve diger sekerlerin akisi (flux) ile polyol yolag: artist

2.  intraseliiler ileri glikasyon son {irlinlerinin (advanced glycation end products,
AGES) artis1

3. AGE reseptor ekspresyonunun ve bu reseptorii aktive eden ligandlarin artisi

4.  protein kinaz C (PKC) izoformunun aktivasyonu

5. heksozamin yolaginin asir1 aktivitesi

Hipergliseminin neden oldugu hiicresel problemler ile iliskilendirilen ve yukarida

belirtilen mekanizmalarin ana etkeni olarak reaktif oksijen ftriinlerinin (reactive

oxygen species) mitokondriyel asir1 iiretimi gosterilmektedir (Brownlee, 2005).

Hiperglisemi yaptigi hasar sonucu vaskiiler homeostaziste bircok degisiklik
meydana getirmektedir. Hipergliseminin indiikledigi bu degisiklerden biri de nitrik
oksit (NO)-bagimli vazodilatasyonun azalmasiyla karakterize olan endotel fonksiyon
bozuklugudur (Steingberg ve ark., 2000). Endotel fonksiyon bozuklugunun, diabetik
hasta ve deney modelinde yapilan bir¢ok ¢alismada makro- ve mikroanjiyopatide
anahtar rol oynayabilecegi gosterilmistir (De Viriesse ve ark., 2000; Feletou ve
Vanhoutte, 2004). Ayn1 zamanda tip 1 ve tip 2 diabetik insan ve deneysel modelde
endotel kaynakli gevsemenin bozuldugu gosterilmistir (De Viriesse ve ark., 2000).

Vaskiiler tonus fizyolojik kosullarda endotel kaynakli gevseme faktorleri
(endothelium-derived relaxation factor, EDRF), endotel kaynakli hiperpolarizasyon
faktorleri (endothelium-derived hyperpolarizing factor, EDHF) ve endotel kaynakli
kastiric1 faktorler (endothelium-derived contractile factor, EDCF) tarafindan kontrol
edilmektedir (Feletou ve Vanhoutte, 2006; Pieper, 1998). Sozii edilen faktorler
arasinda belirli bir denge bulunmaktadir. Bu faktoérlerin arasindaki dengede meydana
gelen degisiklik(ler) ise kan basincinda degisime neden olmaktadir (Dennis ve Rush.,
2010). Tip 2 diabette gozlenen endotel-kaynakli gevseme yanitindaki azalmanin
EDREF f{iretiminin azalmasinin bir sonucu olabilecegi gibi EDCF diizeyindeki artigin

da etkili olabilecegi ileri siiriilmektedir (Matsumoto ve ark., 2006).



EDCF’nin  etkisi endotel fonksiyonlarinda  bozulmanin  goriildiigii
hipertansiyon, kronik diabet gibi patolojilerin yani sira reaktif oksijen tirtinlerinin
iretiminin arttig1 akut hiperglisemi, hipoksi, yaslanma gibi durumlarda daha fazla

goriilmektedir (Vanhoutte ve ark., 2005).

1.1. EDRF

Ik kez 1980°de Furchgott ve Zawadzki, vaskiiler dokuda asetilkolin (Ach) ile
gevseme icin endotel hiicrelerinin gerekli oldugunu ve vaskiiler diiz kasta endotelden
saliverilen EDRF’ nin gevsemeyi sagladigini kanitlamislardir (Furchgott ve
Zawadzki, 1980). Endotel hiicrelerinden norotransmitterler, hormonlar, mekanik
gerime yanit olarak hiicrenin bulundugu kosula gére EDRF ve/veya EDCF
saliverilmektedir (Shen ve ark., 2003). EDRF, NO ve prostaglandin I, (prostasiklin,
PGl,)’i kapsamaktadir (Kang, 2014). EDRF, K" kanallarinin aktivasyonu araciligryla
vaskiiler diiz kas gevsemesini indiiklemektedir. PGI; ve NO Sekil 1.1°de goriildigi
gibi sekonder ulak olan siklik AMP (cAMP) ve siklik GMP’nin (cGMP) hiicreigi
konsantrasyonlarindaki artis ile gevsemeye aracilik etmektedirler (Shen ve ark.,
2003).

1.2. EDHF

EDHF de EDRF gibi vaskiiler diiz kasta gevsemeye aracilik etmektedir
(Ohashi, 2012). EDHF’nin vazorelaksan etkinliginin molekiiler mekanizmasi tam
olarak aydmlatilamamis olsa da K' kanallarinin acgilmasi ile olusan

hiperpolarizayonla gevseme yanitina aracilik ettigi diisiniilmektedir (Sekil 1.1)



(Ohashi, 2012). EDHF, PGI, ve NO blokaj1 yapildiktan sonra goriilen endotel aracilt
gevseme yaniti olarak tanimlanmaktadir (Ohashi, 2012).
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Sekil 1.1 EDRF ve EDHF nin vaskiiler diiz kas hiicresinde gevseme yanit1 olugturma mekanizmasi.
AA: arasidonik asit, NOS: NO sentaz, L-Arg: L-arginin, R: membran reseptorii, SR: sarkoplazmik
retikulum, X: bilinmeyen prekiirsor. Sekil Vanhoutte (1998)’den adapte edilerek alinmigtir.

1.3. EDCF

Endotel-kaynakli kasilma siklooksijenazlarin (COX) iiriinleri araciligiyla
olmaktadir (Matsumoto ve ark., 2006). COX’lar arasidonik asidi endoperoksitlere
cevirmektedir. Endoperoksitler de uygun enzimlerle prostaglandin E, (PGE,)
prostaglandin D, (PGD,), prostaglandin F,, (PGF,,), PGI, ve tromboksan A, (TXA,)
gibi cesitli prostaglandinlere donistiiriilmektedir. Bu prostanoidler vaskiiler diiz
kaslardaki G proteinine kenetli bir reseptér olan tromboksan-prostanoid (TP)

reseptorlerini aktive ederek EDCF yanitini olusturmaktadir. TP reseptor aktivasyonu



vaskiiler diiz kasta kasilmaya neden olmaktadir. Bu kasilma yaniti; reseptor-aracili ve
voltaj-bagimli Ca** kanallarinin agilmasiyla vaskiiler diiz kas hiicrelerine Ca*
girisinin artmasi sonucu olusmaktadir (Vanhoutte ve ark., 2005). In vitro kosullarda
EDCF yanitlar1 (i) COX inhibitorleriyle yapilan inkiibasyon ile endotel hiicrelerinde
prostanoid iiretimi inhibe edilerek ve (ii)) TP reseptor antagonistleriyle yapilan
inkiibasyon ile vaskiiler diiz kasta bu reseptorlerin prostanoidler ile uyarilmasi
engellenerek ortadan kaldirilmaktadir (Denniss ve ark., 2010). Bu sonuglar COX
triinleri ve TP reseptorlerinin EDCF-aracili  yanittan sorumlu olduklarimi
kanitlamaktadir (Dennis ve Rush, 2010). EDCF yaniti, endotelyal Ms-muskarinik
reseptorleri uyaran Ach, piirinerjik reseptorleri aktive eden adenozindifosfat (ADP)
gibi reseptdr ilizerinden etki gdsteren vazoaktif agonistlerle tetiklenebilmektedir
(Vanhoutte ve ark., 2005). Bu vazoaktif agonistler gibi hiicre i¢ine Ca** girisini
artiran bir ajan olan Ca* iyonoforu A23187 de EDCF yanitinin olusumunu
tetiklemektedir. Deneysel olarak in vitro kosullarda EDCF yanitin1 degerlendirmek

icin bu ajanlar kullanilmaktadir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 EDCF f{iretim ve etki mekanizmasi. Bazi noromediyatorlerin endotel hiicrelerde kendi
reseptorlerine baglanmasi ile Ca*® iyonoforu olan A23187’ye, arasidonik asit (AA)’e ve gerime
maruziyet sonucunda EDCF iiretiminin artmasi vaskiiler diiz kasta kasilmaya neden olmaktadir. Ach:
Asetilkolin, ADP: Adenozin difosfat, AA: arasidonik asit, ET1: endotelin-1, M:Muskarinik reseptor,
P: Purinerjik reseptor, 5-HT: 5-hidroksi triptamin. Sekil Vanhoutte ve ark. (2005)’dan adapte edilerek
almmustir.



TP reseptorleri Gg-proteinine kenetli reseptor ailesinin iiyelerindendir. TP
reseptOr aktivasyonu ile gerceklesen endotel-kaynakli kasilma yanitlari, Rho-kinaz-
aracili miyofilament duyarliligmmin artisiyla iligkilendirilmektedir (Denniss ve ark.,

2010).

1.4. Rho-kinaz yolagi

Membran reseptdrlerinin hiicrei¢i sinyal yolaklarma kiigiik GTP-baglh proteinler
aracilik etmektedir. Bu GTP-bagli proteinler Rho, Ras, Rab, Sarl/Arf ve Ran
ailelerinden olusmaktadir (Shimokawa ve Takeshita, 2005). Memelilerde Rho
ailesinin RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE ve RhoG izoformu tanimlanmistir
(Loirand ve ark., 2006). RhoA, Rho protein ailesinin en ¢ok taninan tiyesidir. Aktin
organizasyonunda, kontraksiyonda, motilitede, proliferasyonda ve apoptozisde rol
almaktadir (Sekil 1.4). RhoA-aracili hiicresel yanitin olusmasi i¢in; inaktif GDP ve
aktif GTP etkilesiminde rho-kinaz asagi akim (downstream) efektorii olarak anahtar
rol oynamaktadir (Loirand ve ark., 2006). RhoA, guanin niikleotidinin GDP’den
GTP’e doniligsmesiyle aktif hale gelmektedir. GTP-az aktive eden proteinler intrinsik
GTP-az aktivitesini uyarmakta, RhoA’1 ise inaktive etmektedir. Rho-kinazlar
(ROCK) RhoA’nm ilk ve en 6nemli efektorleridir (Loirand, 2015). Rho-kinazlar
AGC ailesinden olan bir serin/treonin kinazdir. ROCK’1n ROCK1 ve ROCK?2 olmak
tizere iki izoformu tanimlanmistir. ROKa olarak da bilinen ROCK2 ilk tanimlanan
izoformdur. ROCK1 (ROKB, pl60ROCK) izoformu ise daha sonradan
kesfedilmistir. Insan ROCK1 ve ROCK2 geni sirastyla 18. kromozom (18q11.1) ve
2. kromozoma (2p24) lokalize olmustur (Loirand, 2015). Bu iki izoform farkl
dokularda farkli miktarda bulunnmaktadir. ROCKI1 ¢ogunlukla Kkaracigerde,
akcigerde, bobrekte, dalakta, testiste eksprese olmaktadir. ROCK2 kalpte, kasta ve
beyinde bulunmaktadir. ROCK1 ve ROCK2’ nin hiicrealti diizeyde (subcellular)



lokasyonlar1 da farklidir. ROCK?2 sitoplazmada bulunmaktadir. ROCK2 vimentin ve
aktin stres fiberleriyle iliskili olup, plazma membranina transloke olabilmektedir
(Leung ve ark., 1995; Sin ve ark., 1998; Chen ve ark., 2002). ROCK1 endotel
hiicrelerde catenin/ E-cadherin kompleksi ve mikrotiibiil organizasyon merkezi ile
iligkilidir (Chevrier ve ark., 2002; Nishimura ve Takeichi, 2008). ROCK’un
yapisinda 3 major bolge bulunmaktadir. Bunlar N-terminalde kinaz bdlgesi, ortada
Rho-baglanma bolgesinin bulundugu coiled-coil bolgesi ve C-terminalde putative
pleckstrin homolog bolgesidir (Sekil 1.3) (Loirand, 2015). Pleckstrin homolog
bolgesi lipitlerle (aragidonik asit, fosfotidilinozitol-fosfataz) ile etkileserek ROCK
aktivasyonuna neden olmaktadir (Feng ve ark., 1999; Yoneda ve ark., 2005; Lowery
ve ark., 2007; Wen ve ark., 2008). ROCK C terminalden caspase-3 ve granzyme B
tarafindan enzimatik olarak pargalanmaktadir (Sebbagh ve ark., 2001, 2005; Sapet ve
ark., 2006). ROCK1 caspase-3 ile ROCK2 ise granzyme B ile etkilesmektedir
(Shimokawa ve ark., 2016). ROCK1 ve ROCK2 yapisal olarak farkli olmalarina
karsin fonksiyonel olarak aralarinda net olarak farklilik tanimlanmamistir (Hahmann
ve Schroeter, 2010). ROCK izoformlarinin in vivo fonksiyonlarinimn degerlendirilmesi
amaciyla ROCK1™ ve ROCK2" eksik farelerde galisilmistir. ROCK1™ eksik olan
fareler goz kapaklari agik olarak dogmaktadir (Shimizu ve ark., 2005). ROCK2
eksik olan farelerde plesental fonksiyon bozuklugu ve fetal 6lim goriilmektedir
(Thumkeo ve ark., 2003; Noma ve ark., 2008). Kardiyovaskiiler sistemde genellikle
bulunan ROCK izoformu olan ROCK2’nin vaskiiler diiz kasa spesifik olarak
knockout edildigi farelerde hipoksiyle indiiklenen pulmoner hipertansiyon
goriilmektedir (Shimizu ve ark., 2013). Wild tip farelerde ise akciger dokusunda
kronik hipoksiyle ROCK2 ekspresyonunun ve ROCK aktivitesinin arttig1 goriilmekte
ve bu durum pulmoner hipertansiyon ve sag ventrikiil hipertrofisine neden

olmaktadir (Shimizu ve ark., 2013).
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Sekil 1.3 ROCK’un sistemik regiilatoér yapist ve ana uyaranlari. ROCK proteini amino terminalinde
kinaz bolgesini, orta kisminda RBD’i i¢eren coiled-coil bélgesini, CRD’i igeren plekstrin homolog
bolgesini bulundurmaktadir.CRD, sistein-zengin bolge (cysteine-rich domain); RBD, Rho baglanma
bolgesi (Rho-binding domain). Sekil Loirand, (2015)’den adapte edilerek alinmistir.

RhoA/ Rho ile iligkili protein kinaz (Rho associated protein kinase, ROCK)
(Rho-kinaz) yolagmin aktivitesi hipertansiyon, koroner vazospazm, ateriosklerozis,
iskemi/reperfiizyon hasari, pulmoner hipertansiyon, inme, aterosklerozis, kalp
yetmezligi gibi hastaliklarin yani sira diabette de artmaktadir (Zhou ve Li, 2012,
Shimokawa ve ark., 2016). Bu durum Rho-kinaz’1 yeni 6nemli terapétik hedef haline
getirmektedir (Zhou ve Li, 2012).
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Sekil 1.4 ROCK hormonlar veya néromediyatorler, biilyiime faktorleri, ECM (ekstraseliiler matriks)
veya gerim stimulasyonundan sonra Onemli hiicre fonksiyonlarimi diizenlemektedir. MYPT-1:
miyozin fosfotaz hedef alt tinite, MLC: miyozin hafif zincir, ERK: ekstraseliiler sinyal regiile eden
kinaz. Sekil Loirand ve ark. (2006)’den adapte edilerek alinmigtir.

Rho-kinaz hedefleri olan myosin fosfataz hedef alt iinite (myosin phosphatase
target subunit, MYPT-1), myosin hafif zinciri (myosin light chain, MLC) ve
kalponin diiz kas hiicre kasilmasinda anahtar rol oynamaktadir. MYPT-1; diiz kas
kasilmasinda Rho-kinaz-aracili Ca*? duyarhigindaki artista major efektordiir (Denniss
ve ark., 2010). MLC, C-kinaz ile artan protein Kkinaz-1 inhibitorii (C-kinase
potentiated Protein phosphatase-1 Inhibitor, CPI-17) ve kalponin fosforilasyonu da
Rho-kinaz-aracili diiz kas kasilmasina katkida bulunmaktadir. Vaskiiler diiz kasta
MLC, Ca-kalmodulin-bagimli kinazin aktive ettigi myozin hafif zincir kinaz
(myosin light chain kinase, MLCK ) ile fosforile edilip, Ca**-bagimsiz myosin hafif
zincir fosfataz (myosin light chain phosphatase, MLCP) tarafindan defosforile edilir.
ROCK-aracili MYPT1’in Thr697 ve Thr855 fosforilasyonu MLCP’nin katalalitik
aktivitesini inhibe etmekte ve MLC fosforilasyonunu artirmaktadir (Loirand, 2015).
MLCK aktivasyonuyla fosforile olan MLC araciligiyla sitozolik Ca** konsantrasyonu
artmakta ve vaskiiler diiz kas kasilmasi gergeklesmektedir. (Sekil 1.5) (Loirand ve
ark., 2006). Her iki ROCK izoformun da MLCP aktivitesi ve MLC fosforilasyonunu



regiile etmesine ragmen sadece ROCK2 MYPT-1’e direkt baglanmaktadir (Wang ve
ark., 2009).

Vasokonstriktor

= MYPT-1] inakiif
= MLCP

MYPT-1] inaklif
M20) — MLCP

Sekil 1.5 Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde kasilma sinyal mekanizmasi. Kasilma 20-kDa MLC
fosforilasyonunun artmasiyla indiiklenmektedir. G proteinine kenetli reseptoriin vazokonstriktdr
ajanla uyarilmasi artan hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonuyla MLCK uyarimini saglayarak MLCP’i inhibe
etmektedir. MLCP 3 alt birimden olusmaktadir. Sozii edilen birimler Katalitik altbirim olan PP-1c,
MYPT-1 ve 20-kDa altbirim M20’dir. Vazokonstriktor ajanla indiiklenen MLCP inhibisyonu RhoA
ve Rho-kinaz aktivasyonunu artirmaktadir. PKC, protein kinaz C; GEF, guanin niikleotid exchange
faktor; GAP, GTPaz-aktive eden protein, PLC, fosfolipaz C; DAG, diagilgliserol; PI4,5P2,
fosfotidilinozitol 4,5-bifosfat; IP3, inozitol 1,4,5-trifosfat; CAM, kalmodulin. Sekil Loirand ve ark.
(2006)’dan adapte edilerek alinmistir.

Rho-kinaz endotel hiicrelerinden NO iiretimini inhibe etmektedir.
RhoA/ROCK aktivasyonu endotelyal NO sentaz (eNOS) ekspresyonunu, eNOS
mRNA stabilitesini inhibe ederek azaltmaktadir (Loirand, 2015). insan umbilikal ven
endotelyal hiicre (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) hattinda Rho-
kinaz inhibitori Y27632 (10 pmol/L) inkiibasyonu ile yapilan tedavide eNOS
ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (Eto ve ark., 2001). Rho-kinaz inhibitorlerinden

sadece fasudil serebral vazospazm endikasyonunda klinik kullanim i¢in onay almistir
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(Surma ve ark., 2011). Fasudile ek olarak, Y-27632 de etkinligi kanitlanmis ve
birgok ¢aligmada kullanilan bir Rho-kinaz inhibitériidiir (Surma ve ark., 2011).

EDCF yanitina paralel olarak Rho-kinaz yolak aktivitesinin de arttiginin
gosterildigi caligmalar bulunmaktadir. Bu durumun gosterildigi ¢alismalara 6rnek
olarak, spontan hipertansif siganlarda rho-kinaz inhibitorlerinin, karotid arterde artan
EDCF yanitin1 in vitro kosullarda inhibe etmesi (Dennis ve ark., 2010) ve STZ-
diabetik sicanlarda 16 hafta siiresince uygulanan fasudil tedavisinin (5 mg/kg/giin,

oral) vaskiiler kasilma yanitin1 azaltmasi (Li ve ark., 2014) verilebilir.

1.5 AMPK yolag:

EDCEF ile iligkili olabilecegi hipotez edilen bir bagka yolak ise AMPK (5’
adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz)’dir. AMPK terimi ilk defa 1988
yilinda Sim ve Hardie tarafindan ortaya atilmistir (Sim ve Hardie, 1988). Bir
serin/treonin kinaz olan AMPK tiim hiicresel olaylar1 diizenlemekte ve hiicrenin

enerji sensorii olarak degerlendirilmektedir (Ewart ve Kennedy, 2011).

AMPK a, B ve y olarak tanimlanan 3 alt {initeden olugmaktadir. a ve P alt
tinitesinin 2 izoformu vy alt Gnitesinin ise 3 izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlar
farkli dokularda farkli ekspresyon diizeylerinde farkli yerlesim gostermektedirler.
Her izoform farkli bir gen tarafindan kodlanmaktadir. o, katalitik alt {inite; B ve vy ise,
regiilator alt initelerdir. o alt {initesi N terminalde katalitik kinaz bolgesini, C
terminalde ise regiilatdr bolge olan AMP yoklugunda aktivasyonun engellendigi
otoinhibitor bir bolge ve B, y alt iinitesine baglanan bolgeden olugmaktadir (Sekil
1.6). oy alt iinitesi adipoz dokuda, pankreas adacik hiicrelerinde, endotelde ve

vaskiiler diiz kasta, oy alt linitesi ise iskelet ve kalp kasinda baskindir. B alt {initesi, o
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ve v alt {nitelerinin baglanmasini saglayan bir iskelet gorevi gérmektedir. y alt
tinitesi ise AMP ve ATP’ nin baglanma bdlgelerini tasimaktadir (Ewart ve Kennedy,

2011).

Thr-172 Ser-485/4M1
i 550
o1 alt iinitesi
o2 alt iinitesi c
katalitik bilge otoinhibitdr kompleks
hélge formasyon

Ser-24/25 Ser-108 Ser-182

1] | | 270
p alt iinitesi N = GBDICEM G
glikojen baglanma kompleks formasyon
Bateman bilgesi 1 Bateman bilgesi 2
i 331
v1 alt iinitesi N cBSt cas2 cBS3 cesa ||C
i AMP/ATP baglanma AMP/ATP baglanma

* w1, v2, 73 alt dinitesinde N terminal bilge uzunlugu degismekte

Sekil 1.6 AMPK’ nin o, B ve y alt iinitelerinin yapisi. Sekil Ewart ve Kennedy, (2011)’den adapte
edilerek alinmistir.

AMPK post-transyonel modifikasyon ile alosterik olarak regiile edilmektedir.
AMPK aktivasyon mekanizmasi; AMP ve/veya ATP (adenozin trifosfat)’ nin y alt
initesine baglanmasiyla o katalitik alt iinitesinde konformasyonel degisiklik olmas1
sonucunda a alt {initesinin Thr172 ile fosforilasyonuyla agiklanmaktadir. ATP, AMP
ve ADP’nin y alt iinitesine baglanmasin1i kompetitif olarak inhibe etmektedir.

AMPK, AMP/ATP veya ADP/ATP oranina gore aktive olmaktadir (Jeon, 2016).

AMPK aktivitesi ATP’ye ihtiyacin arttigi egzersiz, aglik, inflamasyon ve
hipoksi gibi durumlarda artmaktadir. AMPK lipit, karbonhidrat ve protein

metabolizmasin1 etkilemektedir. AMPK aktivasyonu yag asidi oksidasyonunu,

12



karacigerde kolesterol iiretimini, yag asidi sentezinin azaltilmasini ve adipositlerde
lipolizisin artmasini saglayarak lipit metabolizmasin1 diizenlemektedir. AMPK’nin
karbonhidrat metabolizmas1 {izerindeki etkisi ise AMPK aktivasyonu ile birlikte
iskelet kasinda ve Kkalpte glukoz alimmin (uptake) artmasi, karacigerde
glukoneogenezisin uyarilmasi ve pankreastaki 3 hiicrelerinden insiilin sekresyonunun
diizenlenmesi seklindedir. AMPK aktivasyonu bu etkilerin yani sira kalpte ve
vaskiiler endotelde NO {iretimini artirmaktadir. Uzun siireli AMPK aktivasyonu
MEF-2 (Myocyte Enhancer Factor-2), mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) ve
eEF2 (Eukaryotic Elongation Factor 2) gibi transkripsiyon faktorlerinin
modiilasyonuyla gen ekspresyonu ve protein sentezinde degisiklere neden

olabilmektedir (Sekil 1.7) (Hardie ve Alessi, 2013).
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Sekil 1.7 AMPK’nin diizenledigi metabolik yolaklar ve hedef proteinler (AMPK anabolik olaylar1
azaltmakta, katabolik olaylar ise arttirmaktadir. Sekil Hardie ve Alessi, (2013)’ den alinarak adapte
edilmigtir.

Antidiabetik ajan olarak kullanilan metformin, tiazolidindionlar, GLP-1
(Glukagon like peptid-1, Glukagon benzeri peptid-1) agonistleri, DPP-4 (dipeptidil
peptidaz-4) inhibitorleri, statinler, adiponektin ve leptin hormonu AMPK
aktivasyonu arttirmaktadir (Ford ve Rush, 2011; Batchuluun ve ark., 2014). Deneysel
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olarak AMPK aktivasyonu i¢in 5- aminoimidazol-4-karboksamid riboniikleosit
(AICAR), inhibe etmek amaciyla ise dorsomorfin (Compound C) kullanilmaktadir
(Ford ve Rush, 2011).

AMPK arteryal diiz kasta eNOS aktivitesini artirarak NO-aracili endotel-
bagimli gevsemeyi artirmaktadir. AMPK endotele bagimli olmayan gevsemeyi ise

+29

vaskiiler diiz kas hiicresinde MLCK’nin hiicrei¢i Ca*’a olan duyarlhiligini azaltarak
saglamaktadir (Sekil 1.8). Boylece vaskiiloprotektif etki gostermektedir (Ford ve
Rush, 2011; Goirand ve ark., 2007). Metformin, tiazolidindionlar ve statinler gibi
terapotik ajanlarin vazoprotektif etkilerinin de AMPK aktivasyonu araciligiyla
gerceklestigi diistinlilmektedir (Ewart ve Kennedy, 2011). Spontan hipertansif
sicanlarda  AMPK aktivasyonu endotel-bagimli NO-aracili gevsemeye neden
olmaktadir (Ford ve Rush, 2011; Ford ve ark., 2012). AMPK ayni1 zamanda fare aort

preparatinda endotelden bagimsiz olarak vaskiiler diiz kasta gevsemeye neden

olmaktadir (Goirand ve ark., 2007).

onocyte TNFa, IL-1 inflamasyon Egzersiz/ Hipoksi/ Iskemi/ Hipoglisemi/ HDL
Migratiog STATIN
Adhesi
moleecsu:)cr; ‘f‘ / L /—
ENDOTEL

STATIN

\

AICAR  METFORMIN
120
BERBERINE

VASKULER
DUZKAS

RELAKSASYON

Sekil 1.8 AMPK aktivasyonun vaskiiler etkisi ve AMPK’1 aktive eden ajanlar. Sekil Ewart ve
Kennedy, (2011)’ den alinarak adapte edilmistir.

14



1.6 Rho-kinaz ve AMPK etkilesimi

Hipergliseminin ve/veya hipertansiyonun eslik ettigi patolojilerde Rho-kinaz
ve AMPK yolaklarinin birbirlerine ters etki gostermeleri bu yolaklar arasinda iliski

olabileceginin spekiile edilmesine neden olmustur.

Rho-kinaz aktivasyonun artmasi endotel hiicrelerde NO iiretimini baskilamakta
ve dolayli olarak vaskiiler diiz kasta kontraksiyona neden olmaktadir. Rho-kinaz
aktivasyonunun bu etkisinde eNOS ekspresyonunu ve mMRNA stabilitesini
azaltmasmin etkisi vardir. S6zii edilen yolakta, Rho-kinaz’in dogrudan MYPT-1’e
olan etkisinin de rolii bulunmaktadir. MYPT-1"in inaktif halde kalmasin1 saglayarak
MLC fosforilasyonunu, sitozolik Ca* diizeylerinin yiikselmesini ve sonug¢ olarak
kontraksiyonu tetiklemektedir (Loirand, 2015). AMPK’1n vaskiiler etkisi bunun tam
tersi yondedir. AMPK aktivasyonu Rho-kinazin tam tersi etki gostererek, arteryal
diiz kasta eNOS aktivitesini artirmaktadir. NO {iretimini artirarak endotel-bagiml
gevsemeye aracilik etmektedir. Endotele bagimli olmayan gevsemeyi ise vaskiiler
diiz kas hiicresindeki MLCK’1 dogrudan aktive edip hiicreigi Ca*? duyarlihgmi ve
vaskiiler tonusu azaltarak saglamaktadir (Ford ve Rush, 2011; Goirand ve ark.,
2007). Ozetlemek gerekirse, Rho-kinaz aktivasyonu vaskiiler kontraksiyonun
artmasina neden olarak hipertansiyon ve diabet gibi patolojilerde tabloyu daha da
ciddilestirirmektedir. AMPK aktivasyonunun artmasi ise vaskiiloprotektif etki
yaparak bu patolojilere bagli olarak gelisen vaskiiler komplikasyonlarin diizelmesine
katkida bulunmaktadir. Bu noktadan yola ¢ikarak 6zellikle vaskiiler tonusun arttig1
patolojilerde Rho-kinaz aktivitesinin inhibisyonunun, AMPK aktivitesinin ise
aktivasyonunun yararli olabilecegi diistiniilmektedir. Bu amagla Rho-kinaz
inhibitorleri ve AMPK aktivasyonunu artiran ajanlar yeni terapotik hedef olarak

degerlendirilmektedir (Surma ve ark., 2011; Ford ve Rush, 2011).
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Rho-kinaz ve AMPK arasinda iliski oldugunu diisiindiiren bir bagska durum ise;
Rho-kinaz inhibisyonuyla asagida belirtilen ve ayni zamanda AMPK’nin asagiakim
(downstream) hedefleri olan molekiillerin up-regiile olmasidir (Sekil 1.9) (Noda ve
ark., 2014):

e vyag asidi yikimiyla enerji elde edilmesinde rol oynayan, aktif yag asitlerinin
mitokondri dig zarindan sitozole dogru taginmasinda gorevli olan Cptla
(carnitine palmitolytransferase 1a) ve Cptlb,

e mitokondride bulunan biiyiik bir transmembran protein olup, elektron tasima
zincirinin terminal elektron alicis1 olan Cycs (sitokrom C) ve Cox4il
(sitokrom C oksidaz alt iinite 4il),

e kas dokusu ve adipoz dokuda bulunan glukoz transportorii olan Slc2a4.

Rho-kinaz  inhibitorii olan  hidroksifasudil’in ~ AMPK’in  asagiakim
(downstream) hedefi olan Sirtuin-1 aktivitesini (Sekil 1.9) ve NAD*/NADH oranini

artirmasi da bu iki kinaz yolagmin arasindaki iliskiyi gosteren bir bagka bulgudur
(Noda ve ark., 2014).
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| glukoneogenezis (G6pc)

1vag asidi oksidasyonw (Ppara, Cptlh)
1 mitokondriyel biyogenezis (Ppargcla)
1 mitokondriyel fonksiyon (Cox 4il)

| NAD/NADH oram

I Enerji-Tiiketimi Artisi |

Sekil 1.9 Rho-kinaz inhibisyonu LKBI1 yolag: araciligiyla AMPKa.,’i aktive ederek enerji titketimini
artirmakta, Rho-kinaz aktivitesindeki degisikligin AMPK aktivitesine etkisi. Sekil Noda ve ark.
(2014)’ den alinarak adapte edilmistir.

AMPK aktivasyonuna aracilik eden metforminin deneysel modellerde ve

insanlarda fasudile benzer sekilde viicut agirligmi ve serum lipit diizeylerini

diistirmesi de etkilesimin bir diger gostergesi olarak diisliniilmektedir (Noda ve ark.,

2014).

AMPK ile Rho-kinaz yolagi arasindaki iliskinin aydinlatilmasi i¢in yapilan ve

asagida belirtilen calismalarda, s6zii edilen yolaklar arasinda bir etkilesim olabilecegi

One surilmektedir:

(i)

(i)

Anjiotensin II ile hipertansiyonun indiiklendigi farelerde resveratrol tedavisinin
AMPK aktivasyonuyla Rho-kinaz aktivitesini azaltarak kan basincini
diizenledigi gosterilmistir (Cao ve ark., 2014).

Yiiksek yag diyeti ile beslenen farelerde gelisen metabolik bozukluklar Rho-
AMPK-aracili olarak diizeltilmis ve Rho-kinaz

kinaz inhibitoriiyle

17



inhibitoriiyle yapilan tedavi sonucunda gozlenen s6z konusu olumlu etkiler
AMPK geni silinmis farelerde ortadan kalkmistir (Noda ve ark., 2014).
Bu calismalar 1s181nda, bahsedilen yolaklar arasinda anahtar rol oynayanin AMPK
yolag1 oldugu sonucu ¢ikarilabilmektedir. Bu nedenle tezimizde AMPK inhibisyonu
yapilan in vitro kosullarda Rho-kinaz inhibitoriiniin etkisindeki degisim

incelenmistir.
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2. GEREC ve YONTEMLER

2.1 Kullanilan Geregler

2.1.1 Malzemeler

izole dikey organ banyosu (Commat, Ankara, TURKIYE)

Veri Kayit ve Analiz Sistemi (MP30 Data acquisition System, Biopac-System Inc,
California, ABD)

Sirkiilatér (Commat, Ankara, TURKIYE)

%95 Oksijen, %5 karbondioksit iceren gaz karisim tiipii

Santrifiij (Hettich, Tuttlingen, ALMANYA)

Kaba Terazi (Scaltec, SBA 61 Heiligenstandt, ALMANYA)

Hassas Terazi (Scaltec, SBA 31 Heiligenstandt, ALMANYA)

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler (Eppendorf, Hamburg, ALMANYA)
Vortex (Velp Scientifica, ITALYA)

Pipet uglar (Standart)

pHmetre (Mettler-Toledo MP220, iISVICRE)

-80°C Derin Dondurucu (Jouan VXS 380)

-20°C Derin Dondurucu (Vestel, TURKIYE)

+4°C Buzdolab1 (Arcelik, TURKIYE)

Isitmali manyetik karistirict (Torrey Pines Scientific, ABD)

Seker 6l¢iim cihazi (Accu-Chek Go, Roche, Almanya)

Seker 6l¢tim stripleri (Accu-Chek Go, Roche, Almanya)
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Likit nitrojen tanki

Buz makinasi (Hosizaki Ice Maker, JAPONYA)

Cesitli cam ve plastik maddeler (Standart)

Cerrahi makas ve pensler

Disphomix doku homojenizatorii (Disphomix, ALMANYA)
Disphomix doku homojenizasyon tiipleri (Disphomix, ALMANYA)
Spektrofotometre (SpectraMax 190, Molecular Devices, ABD)
Elektroforez aleti (Biorad, California, ABD)

Gii¢ Kaynagi (Biorad, California, ABD)

TransBlot Turbo Transfer Sistemi (Biorad, California, ABD)
Chemidoc MP Gériintiileme Sistemi (Biorad, California, ABD)

2.1.2 Kimyasal maddeler

Sigan yemi (Purina, Gebze, TURKIYE)

A23187 (Sigma Chemical Co., ABD)

Fenilefrin (Sigma Chemical Co., ABD)

Asetilkolin (Sigma Chemical Co., ABD)

L-NAME (Sigma Chemical Co., ABD)

Terutroban (Sigma Chemical Co., ABD)

Indometazin (Sigma Chemical Co., ABD)

Y27632.2HCI (SelleckChem, ABD)

Dorsomorphin.2HCI (compound C) (SelleckChem, ABD)
AICAR (SelleckChem, ABD)

DMSO (Sigma Chemical Co., ABD)

Heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat, Istanbul, TURKIYE)
Krebs ¢ozeltisi

pAMPK, pACC, tAMPK ve tACC proteinlerine ait primer antikorlar (Cell Signaling
Tecnology, ABD)
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ROCK 2 proteinine ait primer antikor (Sigma Chemical Co., ABD)
B-aktin proteinine ait primer antikor ve sekonder antikorlar (Santa Cruz
Biotechnology, ABD)

EDTA (Merck, ABD)

PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride, Amresco, ABD)

Tris (Sigma Chemical Co., ABD)

Sukroz (J.T. Baker, ABD)

BSA (Sigir serum albumini, Capricorn Scientific, ALMANYA)
Western ECL Substrat (Biorad, ABD)

Yagsiz Siit tozu (Pinar, TURKIYE)

SDS

Akrilamid

TEMED

APS (Amonyum Persiilfat,

NP40 (Applichem, ABD)

2.2 Kullanilan Yontemler

2.2.1 Deney hayvanlari

Calismamizda Bilkent Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Unitesi’'nden
alian 30 haftalik erkek Sprague-Dawley sicanlar kullanilmistir. Deney hayvanlariyla
yapilan ¢alismalar i¢in Ankara Universitesi Yerel Etik Kurulu’ndan 17.06.2015 tarih
ve 2015-10-124 nolu karar ile onay alinmistir. Siganlarin bakimi Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde (standart kafeslerde 22+1°C ve 12
saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda) yapilmistir. Siganlar standart yem ve su ile ad

libitum beslenmistir.
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2.2.2 Deney gruplarinin olusturulmasi

Calismamizda in vitro hiperglisemik ortamin etkisini degerlendirmek amaciyla
organ banyosu deneylerinde normoglisemik ve hiperglisemik iki grup
olusturulmustur. Fakat in vitro hiperglisemik ortamda elde edilen sonuglarin
beklenildigi gibi olmamasi nedeniyle kisa donem STZ (Streptozotosin) uygulamasi
yapilarak siganlar kontrol ve kisa donem (4 haftalik) diabetik olmak {izere iki gruba

ayrilmistir.

STZ uygulamas: deney hayvanlarinin kuyruk veninden 40 mg/kg dozda
intravendz olarak yapilmistir. STZ’nin belirtilen konsantrasyonu 0.1M sitrat tamponu
(pH 4.5) ile hazirlanmistir. Kontrol gruba sadece 0.1 M sitrat tamponu (pH 4.5)
intravendz olarak uygulanmistir. STZ injeksiyonundan 72 saat sonra kan glukoz
degeri > 300mg/dL olan deney hayvanlar1 diabetik olarak kabul edilmistir. Deney
hayvanlarinin diabet olduklarimin belirlenmesinden 4 hafta sonra organ banyosu

deneyleri yapilmustir.

2.2.3 Kan sekeri ve beden agirhg: ol¢iimii

Beden agirligi STZ uygulamasindan 6nce ve STZ enjeksiyonundan 4 hafta
sonra olacak sekilde 6l¢iilmiistiir. Kan sekeri ise STZ enjeksiyonundan 4 hafta sonra
organ banyosu deneyleri yapilmadan hemen once ol¢iilmiistiir. Kontrol ve diabet

gruplart icin STZ uygulamasindan 6nceki ve uygulamadan 4 hafta sonraki beden
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agirligr degisimi degerlendirilmistir. Kontrol ve diabet gruplarinda kan sekeri

degerleri karsilastirilmistir.

2.2.4 Organ banyosu deneyleri

34 haftalik Spraque-Dawley erkek siganlarin ketamin (60 mg/kg)/ ksilazin (10
mg/kg) anestezisi altinda torasik aortlari ¢ikarilmistir. Cikarilan torasik aort hizlica
soguk ve oksijenlenen Krebs c¢ozeltisine (NaCl: 118 mM, KCI: 4.7 mM, CaCl,: 2.5
mM, MgSQO,: 1.2 mM, NaHCOs: 25 mM, KH,PO,: 1.2 mM, glukoz: 11 mM) alinmis
ve her deney hayvaninin torasik aortundan 3-4 mm’lik 4 adet aort preparati
hazirlanmistir. Endotelsiz preparatlar, igne yardimiyla mekanik hasar verilip
endotelleri tahrip edilerek hazirlanmistir. Damar preparatlar1 Biopac (MP30) veri
kayit sisteminin bulundugu organ banyosuna asildiktan sonra baslangi¢ gerimi olarak
2000 mg’a ayarlanmig ve 60 dakika boyunca her 15 dakikada bir yikanarak
preparatlarin dengeye ulagmasi saglanmistir. 60 dakikanin sonunda preparatlar 60
mM KCI ile uyarilmis ve kasilma boyutlar1 degerlenmistir (Ford ve Rush, 2011). 60
mM KCl ile kastirilip yikanarak bazal gerimine gelmesi saglanan preparatlar endotel
kontrolii igin 10° M fenilefrinle (Phe) kastinlmis ve Ach konsantrasyon-yanit egrisi
(10°-10°M) kiimiilatif olarak cikartilmistir. Gevseme yaniti > %70 olan damarlar
endotelli olarak kabul edilmistir (Tang ve Vanhoutte, 2009).

2.2.4.1 EDCF yamtlarinin degerlendirilmesi

Kasilma yanitlarinin endotel-aracili oldugunun kanitlanmasi i¢in endotelli ve
endotelsiz damar preparatlarinda L-NAME (10* M, 30 dakika, dk) varliginda
A23187-aracili (10°-10° M) kasilma yanitlar1 ¢aligilmistir. A23187-aracili kasilma
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yanitlarinin karakterizasyonu i¢in L-NAME’e ek olarak COX inhibitorii indometazin

ve TP reseptdr antagonisti S18886 inkiibasyonlar1 varliginda A23187-aracil1 kasilma

yanitlar1 su protokoller takip edilerek degerlendirilmistir (Qu ve ark., 2010; Cai ve

ark., 2015):

(i) L-NAME (10*M, 30 dk) ve indometazin (5*10°M, 30 dk) varhiginda A23187
konsantrasyon-yanit egrisi (10°-10° M),

(i) L-NAME (10* M, 30 dk) ve S18886 (10" M, 30 dk) varhiginda A23187
konsantrasyon-yanit egrisi (10°-10° M).

Her bir preparata ait EDCF yaniti, ayni damar preparatinin 10° M A23187 ile

gozlenen kasilma miktarinin 60 mM KCI’e verdigi kasilma yanitina oranlanmast ile

‘% kasilma’ olarak ifade edilmistir.

2.2.4.2 In vitro hiperglisemik ortam olusturulmasi

Calismamizda akut hiperglisemik ortamda EDCF yanitlarindaki olasi
degisikliklerin degerlendirilmesi amaclandigi i¢in 6ncelikli olarak EDCF yanitinda
degisikligi indiikleyen glukoz konsantrasyonunun ve inkiibasyon siiresinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla in vitro hiperglisemi kosullarinda endotel-
aracil1 yanitlarin bozuldugu makaleler taranmustir. incelenen ¢alismalarda:

o tavsan aortunda 44mM konsantrasyonda 6 saat hiperglisemi inkiibasyonuyla
Ach-aracili gevseme yanitinin bozuldugu (Tesfamariam ve ark., 1990),

o spontan hipertansif sigan torasik aortunda 44 mM konstanrasyonda 4 saat
hiperglisemi inkiibasyonu ile Ach-aracili gevseme yanitinin bozuldugu (Qian
ve ark., 2010),

o ZDF (Zucker diabetic fatty) sicanlarin iskelet kas rezistan arterlerinde 25 mM
konsantrasyonda 1 saat hiperglisemi inkiibasyonu ile anjiotensin Il-aracili
kasilma yanitlarinin arttig1 goriilmiistiir (Bagi ve ark., 2010).

Yukarida verilen literatiir bilgisi 1s18inda ¢alismamizda in vitro hiperglisemik ortam

i¢in dncelikle daha diisiik konsantrasyon olan 25 mM secilmistir. Inkiibasyon siiresi
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icin 3 ve 6 saate karar verilmistir. Normoglisemik ortam olarak 11 mM glukoz igeren
Krebs ¢ozeltisi  kullanilmistir. Normoglisemik ve hiperglisemik ortamdaki
preparatlarin EDCF yanitinin ayn1 zaman diliminde degerlendirilebilmesi icin tiim
banyolar 15 dakikada bir yikanarak inkiibasyon siirelerinin sonunda kiimiilatif olarak

A23187-aracili yanitlar degerlendirilmistir.

2.2.4.3 AMPK aktivitesinin degerlendirilmesi

Damar diiz kasinda AMPK konsantrasyon-bagimli olarak gevsemeye aracilik
etmektedir. Calismamizda 4 haftalik diabetin AMPK-aracili gevseme yanitlarinda
degisiklige neden olup olmadiginin degerlendirilebilmesi i¢in, kontrol ve diabetik
gruplarda endotelli torasik aort preparatlari Phe (10° M) ile 6nkastirilip AMPK
aktivatorii olan AICAR (10°-10% M) ile gevseme yanitlarina bakilmistir (Ford ve
Rush, 2011).

Yukarida belirtilen protokole ek olarak, AMPK aktivasyonunun farmakolojik
bir ajanla indiiklenmesi sonucunda EDCF yanitlar1 agisindan kontrol ve diabetik
gruplar arasindaki olasi farklilik degerlendirilmistir. Bu deney protokoliinde ise;
endotelli torasik aort preparatlarinda AICAR (500 uM, 30 dk) inkiibasyonun
A23187-aracili EDCF yanuti tizerindeki etkisi incelenmistir (Ford ve Rush, 2011).

2.2.4.4 Rho-kinaz aktivitesinin degerlendirilmesi

Kisa donem (4 hafta) STZ-diabetik grupta Rho-kinaz etkinligindeki olasi

degisikligi degerlendirmek amaciyla; kontrol ve diabet gruplarda endotelli torasik
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aort preparatlari Phe (10° M) ile onkastirtlip Rho-kinaz inhibitori Y27632 (10°-
3*10° M) ile gevseme yanitlari incelenmistir (Dennis ve ark., 2010).

2.2.4.5 Rho-kinaz inhibisyonunun EDCF yamtlar1 iizerindeki etkisinin

degerlendirilmesi

Rho-kinaz inhibisyonun EDCF {iizerindeki etkisini degerlendirilirken dncelikle
Y27632 igin literatiirdeki en yiiksek konsantrasyon olan 10° M segilmistir (Denniss
ve ark., 2010). 10° M Y27632 ile yapilan inkiibasyonda EDCF yanitlar1 tamamen
bloke olmustur (sonuglar gosterilmemistir). Kontrol ve diabet gruplarindaki EDCF
yanitlarindaki farkliligin degerlendirilebilmesi i¢cin EDCF yanitinin tamamen bloke
olmamas:1 gerekmektedir. Bu amagla Y27632 inkiibasyonunun daha diisiik
konsantrasyonlarda uygulanmasina karar verilmis, ve Ornek sayisinin simirh
tutuldugu bir deney grubunda (n=1-4), Y27632’nin ii¢ farkli konsantrasyonunun (10
. 3*107 ve 10° M) A23187-aracili kasilma yanitlar1 tizerindeki inhibitor etkinligi
kontrol ve diabetik gruplarda calisilmistir (agiklama icin “3.2.4 4 haftalik diabetin
Rho-kinaz etkinligine etkisi” basligina bakilabilir). Phe ile on kastirilan damarlarda
Y27632 ile goriilen gevseme yanitlarina ait pD, degerlerinin (agiklama i¢in “3.2.4 4
haftalik diabetin Rho-kinaz etkinligine etkisi” bashgina bakilabilir) istatistiksel
olarak farkli olmasi nedeniyle Y27632 nin inkiibasyon konsantrasyonu diabetik grup
icin 10®M olarak belirlenmistir. Segilen bu konsantrasyon, kontrollere (107 M) gore

daha diisiik bir konsantrasyondur.

Sonug olarak, kontrol ve diabetik deney gruplarindan izole edilen endotelli aort
preparatlarinda L-NAME (10 M, 30 dk) ve Rho-kinaz inhibit6rii Y27632 (diabetik
grup i¢in: 10®M, 30 dk; kontrol grup igin: 107 M, 30 dk) inkiibasyonlar1 varliginda
A23187 konsantrasyon-yanit egrisi (10°-10° M) c¢alisilmistir (Martinsen ve ark.,
2012).
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2.2.4.6 AMPK inhibisyonunun EDCF yamtlar1 iizerindeki etKisinin

degerlendirilmesi

Kontrol ve diabetik gruplardan izole edilen endotelli aort preparatlarinda L-
NAME (10* M, 30 dk) ve AMPK inhibit6rii Compound C (CC, 2*10° M, 45 dk)
inkiibasyonlar1 varhiginda A23187 konsantrasyon-yamit egrisi (10%-10° M)
calisilmistir (Ford ve Rush, 2011).

2.2.4.7 Rho-kinaz ve AMPK inhibisyonlarmmn EDCF yamtlar iizerindeki

etkisinin degerlendirilmesi

EDCF yanitlar1 iizerine Rho-kinaz ve AMPK aktivasyonlarinin ayni anda
degerlendirilmesi i¢in, kontrol ve diabetik deney gruplarindan izole edilen endotelli
aort preparatlarinda L-NAME (10" M, 30 dk), Y27632 (diabetik grup i¢in:10® M, 30
dk; kontrol grup igin: 107 M, 30 dk) ve AMPK inhibitérii CC (2*10° M, 45 dk)
inkiibasyonlar1 varhginda A23187 konsantrasyon-yamit egrisi (10%-10° M)

calisiimastir.
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2.2.5 Western-blot deneyleri

2.2.5.1 Doku homojenizasyonu

Organ banyosunda deneylerinden sonra likit nitrojen i¢inde dondurularak -
80°C derin dondurucuda saklanan torasik aort preparatlari homojenizasyon i¢in oda

sicakliginda buz bulunan bir kaba ¢ikarilmistir.

Homojenizasyon soliisyonu (buffer)

EDTA 100 mM
PMSF 100 mM
Tris 1M
NP40 %1
Sukroz %50

Disphomix tiiplerine alinan her bir doku tizerine 500 pl soguk homojenizasyon
soliisyonu eklenerek, aort preparatlari Disphomix cihazinda homojenize edilmistir.
Disphomix tiiplerinde bulunan homojenatlar +4°C’de 10000 RPM’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Ustten ayrilan kisimlar (siipernatantlar) alinmus, alttaki ¢okeltiler

(pelletler) atilmastir.
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2.2.5.2 Protein miktar tayini

Bradford yontemi ile protein miktar tayini yapilmistir. Siir serum albiimini
kullanilarak 8 farkli konsantrasyonda (1.56-200 pg/ml) standart hazirlanmistir.
Bradford soliisyonu ile 1/20 oraninda seyreltilen doku homojenatlarinin absorbans
degerleri, 595 nanometre dalga boyunda kolorimetrik olarak o6lgiilmiustiir.
Standartlara ait absorbans ve konsantrasyon degerleri arasindaki dogrusallik, lineer

regresyon analizi sonucunda elde edilen r? degeri (r=0.998) ile gosterilmistir.

2.2.5.3 SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Elektroforez sisteminde kullanilacak olan SDS-PAGE jeller asagidaki tablo

degerlerine gore hazirlanmistir.

Ayirma jeli (Running jel)

% 8 konsantrasyonda akrilamid iceren jel hazirlanisi (2 jel igin)

%30 akrilamid, %0.8 bis-akrilamid 2.333 ml
Tris (1.5M pH 8.8) 2.532 ml
dH,0 4.93 ml
SDS (%10) 0.1 mi
APS (%10) 0.1 mi
TEMED 0.004 ml

Yukaridaki sekilde hazirlanan %8’lik ayirma jeli hava kabarcigr kalmayacak
sekilde iki cam arasmna dokiildiikten sonra, jelin istii n-butanol ile kapatilmis,

boylece jelin hava ile temasi kesilmistir. Jelin polimerizasyonu igin 45 dakika
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beklenmistir. Jel polimerize olduktan sonra n-butanol uzaklastirilmis ve jelin {ist

kismu distile su ile yikanmustir.

Konsantrasyon jeli (stacking jel)

%4 konsantrasyonda akrilamid igeren jel hazirlanisi (2 jel i¢in)

%30 akrilamid, %0.8 bis-akrilamid 0.657 ml
TRIS (0.5M pH 6.8) 0.5 ml
dH20 2.76 ml
SDS(%10) 0.039 ml
APS(%10) 0.039 ml
TEMED 0.004 ml

Yukardaki sekilde hazirlanan %4’liik konsantrasyon jeli (stacking jel)
polimerize olmus ayirma jelinin iizerinde kalan bosluga dokiilmiis ve Orneklerin
yiiklenmesi igin kullanilacak kuyularin olusumunu saglamak iizere konsantrasyon
jelinin i¢ine tarak yerlestirilmistir. 1 saat siire ile konsantrasyon jelinin polimerize
olmasi beklenmistir. Jel polimerize olduktan sonra tarak ¢ikartilarak, jellerin iginde
bulundugu cam elektroforez tnitesine yerlestirilmis ve tnitenin igi elektroforez
tamponu (0.025M Tris baz, 0.192M glisin, %0.1 SDS) ile doldurulmustur. Protein
homojenatlari, sample buffer (Tris-HCL 0.125M, SDS 0.14M, gliserol %20,
bromofenol blue 0.03mM, 2 merkaptoetanol 0.2mM) ile 1:1 oraninda karigtirildiktan
sonra 3 dakika siire ile kaynatilarak proteinlerin denatiire olmasi saglanmistir. Bu
islemden sonra, gereken miktarda protein igeren doku homojenatlari, kuyulara pipet
yardimiyla yiliklenmistir. Yiikleme isleminin tamamlanmasinin ardindan {initenin
yerlestirildigi tank, biitiiniiyle tampon ile doldurularak elektroforez islemi 40 mA’de

100 dakika stire ile yapilmistir.
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2.2.5.4 Proteinlerin membrana transferi

Oncelikle PVDF membran metanolle aktiflestirilmistir. ~Elektroforez
tamamlandiktan sonra, akrilamid jeller camlardan ayirilmistir. Proteinlerin PVDF
membrana transferi i¢in; sirayla siinger, blot kagidi, jel, PVDF membran, blot kagidi,
stinger seklinde “sandvi¢” hazirlanarak, transblotting aleti igine yerlestirilmistir. Bu
islem sirasinda kullanilan siinger ve blot kagitlar1 transfer tamponu (0.3M Tris Baz,
2.4M glisin, %20 metanol) ile islatilmistir. Transfer islemi 2.5V’da 18 dakika hizli

transfer yapilarak tamamlanmistir.

2.2.5.5 Poliakrilamid jel boyanmasi

Commassie Blue ile boyama

Boyama ¢ozeltisi (commassie blue) Aritma ¢Ozeltisi
%10 asetik asit %10 asetik asit
%0.1 commassie blue R %5 metanol
%50 metanol Distile su

Tranfer isleminden sonra jelde protein kalip kalmadigini kontrol etmek
amaciyla jeller 20 dakika commasie blue iginde bekletilmis, ardindan jelin istiindeki
boya bagka bir kaba alinarak jeller birkag kez su ve etanolle yikanmistir. Son olarak

aritma ¢ozeltisiyle yikanan jellerde, transfer kalitesi degerlendirilmistir.
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2.2.5.6 Membranlardaki sinyallerin goriintiilenmesi ve analizi

Transfer islemi bittikten sonra membranlara oda sicakliginda 1 saat bloklama
tamponu ile muamele edilerek nonspesifik proteinlerin bloklanmasi saglanmistir.
Bloklama isleminin tamamlanmasinin ardindan, membranlar TBS-T soliisyonu
(0.02M Tris baz, 0.14M NaCl, Tween-20 %0.2) ile 3X5 dakika olacak sekilde
yikanmigtir. Membranlarin primer antikor ile inkiibasyonu, %2 BSA igeren TBS-T
¢ozeltisi iginde hazirlanan antikor diliisyonu ile 4°C’de gece boyu hafif sekilde
calkalanarak yapilmistir. Primer antikor inkiibasyonunun tamamlanmasinin ardindan
membranlar, primer antikor ile uyumlu ve peroksidaz enzimi ile konjuge sekonder
antikor diliisyonu (%2 BSA iceren TBS-T ¢ozeltisi i¢inde hazirlanmus) ile 25°C’de 1
saat stiresince hafif sekilde ¢alkalanmistir. Daha sonra 3X10 dakika olacak sekilde
TBS-T ile yikanan membranlara, yikama islemi sonrasinda kemiliiminesans (ECL)
goriintiileme ¢ozeltisi ile muamele edilmis ve goriintiileme Sistemi ile fotograflari
cekilmistir. Kaydedilen dijital goriintiiler, kullanilan goriintiilleme sistemine ait
analiz programi (ImageLab, Ver. 5.2.) ile degerlendirilmis ve band yogunluklar

sayisal ifadelere doniistiiriilmistiir.

2.2.6 istatistiksel analiz

Tim sonuglar ortalama + ortalamanin standart hatasi ( mean + standart error
of mean (SEM)) olarak ifade edilmistir. Istatiksel analiz Student-t-testi kullanilarak
yapilmistir. Sadece Sekil 3.7.’da verilen sonuglar i¢in tek-yonlii Anova kullanilmais,
post-hoc test olarak Newman-Keuls ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir. p<0,05
oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Sonuglar, GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, California, USA) kullanilarak analiz

edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Kan sekeri ve beden agirh@ dl¢iimii

STZ wuygulamasindan oOnce deney gruplart beden agirliklarina gore
eslestirilmistir (K: 381.8 £8.7 g; D: 392.0 +£6.5 g, p>0.05). 4 haftalik diabet siiresinin
sonunda ise kontrol grubundaki beden agirlig1 artisina karsin, diabetik grupta beden
agirliginda azalma gozlenmistir (K: 426.0+10.2 g; D: 328,3+10.0 g, p<0.0001).
Beklendigi gibi, STZ uygulamasi sonucunda diabetik grubun kan glukoz
diizeylerinde kontrol gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme

gozlenmistir (K: 111.5£2.6 mg/dL; D: 435.3+21.1 mg/dL, p<0.0001).

3.2 Organ banyosu deneyleri

3.2.1 EDCF-aracihi kasilma yanitlarinin karakterizasyonu

Izole organ banyosu sistemlerinde EDCF-aracili kasilma yamitlari, L-NAME
ile NOS aktivasyonunun bloke edildigi kosullarda Ca* iyonoforu olan A23187
konsantrasyon-yanit egrisinin calisildig protokoller kullanilarak
degerlendirilmektedir (Ford ve Rush, 2011). Calismamizda, belirtilen protokol ile

elde edilen kasilma yanitlarinin endotel aracili olup olmadigimin belirlenmesi
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amaciyla, endotelli ve endotelsiz aort preparatlarinda L-NAME varliginda A23187-
aracili kasilma yanitlart calisilmistir.  Sonuclarimiz, A23187-aracili kasilma
yanitlarinin endotelli preparatlarda goriilmesine karsin endotelsiz preparatlarda
ortadan kalktigim1 gostermis, sozii edilen kasilma yanitlarinin endotel-kaynakli

oldugunu kanitlamistir (Sekil 3.1A).

EDCF yaniti, COX iirlinleri olan prostanoidlerin TP reseptoriinii uyarmasi ile
olusmaktadir (Denniss ve ark., 2010). Calismamizda gordiiglimiiz endotel-kaynakli
kasilma yanitinin COX drlinleri ve TP reseptor-aracili olup olmadigini
degerlendirmek i¢in COX inhibitorii ve TP reseptdr antagonisti varliginda EDCF
yanitlar1 degerlendirilmistir. L-NAME varliginda A23187-aracilt EDCF yanitlarinin
L-NAME inkiibasyonuna ek olarak indometazin (selektif olmayan COX inhibitorii)
inkiibasyonuyla ortadan kalktigi goriilmistiir. Ayni sekilde L-NAME+S18886 (TP
reseptor antagonisti) inkiibasyonu yapilan endotelli aort preparatlarinda da A23187-

aracilt EDCF yanitlar1 kaybolmustur (Sekil 3.1B).
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Sekil 3.1. A23187 ile indiiklenen EDCF-aracili kasilma yamtmimn karakterizasyonu. (A) Endotel
hasarinin L-NAME (10" M, 30dk) varliginda A23187-aracili kasilma yanita etkisi ®: endotelli
preparat (n=23, deney hayvani sayisi= 16), o: endotelsiz preparat (n=5, hayvan sayisi= 5). *,p<0.05 vs
endotelli preparat. (B) indometazin (5*10° M, 30 dk) ve S18816’mn (10 M, 30 dk) A23187-aracili
EDCEF yanitina etkisi. ®: kontrol preparat (n=16, hayvan sayisi=16), ¢: S18816 inkiibasyonu yapilmis
preparat (n=8, hayvan sayisi=4), *: indometazin inkiibasyonu yapilmis preparat (n=8, hayvan
say1si=4).% p<0.05 vs indometazin. #, P<0.05 vs S18816.
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3.2.2 In vitro hiperglisemik kosulun EDCF-aracili kasilma yamtina etkisi

Organ banyosunda aort preparatlar1 60 dakika denge periyodundan sonra 60
mM KCI ile uyarilip bazal gerimine gelmesi saglanmistir. Ardindan preparatlarda
endotel kontrolii yapildiktan sonra hiperglisemi inkiibasyonuna baglanmistir.
Normoglisemik (11 mM glukoz) ve hiperglisemik (25 mM glukoz) kosullarda 3 ve 6
saat slire ile organ banyosunda inkiibasyon yapilmistir. “2.2.4 Organ banyosu
deneyleri” boliimiinde agiklanan literatiir bilgisine dayanarak in vitro hiperglisemik
kosullarda EDCF yamitinda artis olabilecegi hipotez edilmis, fakat uzayan
inkiibasyon siiresiyle birlikte hem normoglisemik hem de hiperglisemik ortamda
EDCF-aracili kasilma yanitlarinda azalma goriilmiistir (Sekil 3.2). Bu durumda
hiperglisemik ortamda artan EDCF yanitlarin1 degerlendirmek anlamli olmayacagi
icin in vitro hiperglisemik ortam yerine kisa donem STZ-diabetik si¢anlarda

calisilmasina karar verilmistir.
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Sekil 3.2. Farkli kosullarda denenen in vitro hiperglisemi inkiibasyonunun A23187-aracili EDCF
yanitlari iizerindeki etkileri. ®: kontrol (n=23, hayvan sayisi=16) ,* 3 saatlik normoglisemik ortam
(n=6, hayvan sayisi=5), A: 3 saatlik hiperglisemik ortam (n=9, hayvan sayisi=5), o: 6 saatlik
normoglisemik ortam (n=1, hayvan sayisi=1).

3.2.3 Kisa donem (4 haftalik) STZ ile indiiklenen diabetin endotel-aracili

yanitlara etkisi

Kontrol ve 4 haftalik diabetik gruplardan izole edilen endotelli aort
preparatlarinda L-NAME varliginda A23187-aracili endotel aracili kasilma yanitlari
calisilmistir. Kontrol ve diabetik gruplarin endotel-aracili gevseme yanitlari arasinda
anlaml fark olmamasina karsin EDCF yanitlari diabetik grupta kontrol grubuna goére
anlamli olarak artmistir (Sekil 3.3A). Kontrol ve 4 haftalik diabetik gruplardan izole
edilen endotelli aort preparatlar1 6nce Phe ile on kastirilmis, ardindan Ach ile
konsantrasyon-yanit egrisi (10°-10°M) ¢ikarilmistir. Endotel aracili gevseme
yanitlarinda kontrol ve diabetik gruplar arasinda ¢alisan konsantrasyonlarin

hicbirinde istatiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir (Sekil3.3B).
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Sekil 3.3. 4 haftalik diabetin A23187-aracili EDCF yanitina ve Phe ile 6n kastirilan damarlarda farkl
ajanlarla gevseme yanitlarma etkisi (A) 4 haftalik diabetin L-NAME (10 M,30 dk) varliginda
A23187-aracilt EDCF yanitina etkisi. ®: Kontrol (n=23, hayvan sayisi=16), m: 4 haftalik diabetik
(n=11, hayvan sayisi=10). (B) 4 haftalik diabetin Phe (10°M) ile 6n kastirilmis aort preparatlarinda
Ach konsantrasyon-yanit egrisi (10°-3*10° M) iizerindeki etkisi. ®: Kontrol (n=4, hayvan sayisi=4),
m: 4 haftalik diabetik (n=4, hayvan sayisi=4). (C) 4 haftalik diabetin Phe ( 10° M) ile 6n kastirilan
damarda Y27632 konsantrasyon-yamit egrisi (10°-3*10° M) iizerindeki etkisi. ®: Kontrol (n=4,
hayvan sayisi=4), m: 4 haftalik diabetik (n=4, hayvan say1s1=4) (D) 4 haftalik diabetin Phe (10 M) ile
6n kastirilan damarda AICAR konsantrasyon-yamit egrisi (10°~102 M) iizerindeki etkisi. ®: Kontrol
(n=4, hayvan sayisi=4), m: 4 haftalik diabetik (n=3, hayvan sayis1=3). *, p<0.05 vs K.
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3.2.4 4 haftahk diabetin Rho-kinaz etkinligine etkisi

Kontrol ve 4 haftalik diabetik gruplardan izole edilen ve Phe ile 6n kastirilan
endotelli aort preparatlarinda Y27632 (Rho-kinaz inhibitorii) ile konsantrasyon-yanit
egrisi (10%- 3*10° M) calisilmustir. 4 haftalik diabetik grup, kontrol grubu
karsilastirildiginda, diabetiklere ait Y27632 konsantrasyon-yanit egrisinin
istatistiksel olarak anlamli olarak sola kaydigi saptanmistir (Sekil 3.3C; pD,, K:
5.51+0.15; D: 6.13+0.13, p<0.05 K vs D).

Rho-kinaz inhibisyonun EDCF iizerindeki etkisini degerlendirilirken dncelikle
Y27632 igin literatiirdeki en yiiksek konsantrasyon olan 10° M segilmis (Denniss ve
ark., 2010) ancak bu konsantrasyonda yapilan inkiibasyonda EDCF yanitlar
tamamen bloke olmustur (Sekil 3.4). Kontrol ve diabet gruplarindaki EDCF
yanitlarindaki farkliligin degerlendirilebilmesi icin EDCF yanitinin tamamen bloke
olmamast gerektigi i¢in Y27632 inkiibasyonunun daha diisiik konsantrasyonlarda
uygulanmasina karar verilmistir. L-NAME varliginda (10 M, 30 dk) A23187-aracili
kasilma yanitlar1 tizerine Y27632’nin ii¢ farkli konsantrasyonunun (107, 3*107 ve 10°
® M) inhibitor etkinligi kontrol ve diabetik gruplarda calisilmistir (Sekil 3.5A ve
3.5B). Sonuglarimiz, kontrolde A23187-aracili kasilma yanitlarini tiimiiyle bloke
eden en diisik Y27632 konsantrasyonunun 10° M, diabetiklerde ise 3*107 M
oldugunu gostermistir. Ek olarak, 107 M konsantrasyonda Y27632 inkiibasyonunun
A23187-aracili kasilma yanitinda kontrolde yaklasik %350’lik bir inhibisyon
olustururken, diabette yaklasik %75°lik bir inhibisyona yol ac¢tigi belirlenmistir
(Sekil 3.5A ve 3.5B). Bu sonuglar, endotelde bulunan Rho-kinaz etkinliginden
bagimsiz olarak, sadece vaskiiler diiz kasta bulunan Rho-kinaz duyarhiliginin

diabetiklerde arttigin1 gostermektedir.
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Sekil 3.4. Kontrol ve 4 haftalik diabetik hayvanlarda Y27632 (10°M, 30dk) inkiibasyonunun L-
NAME (10*M,30dk) varliginda A23187 aracih EDCF yanitma etkisi ®: kontrol (n=23, hayvan
say1si=16), m: 4 haftalik diabetik (n=11, hayvan sayisi=10) , o: Y27632 (10°M, 30dk) inkiibasyonu
yapilan diabetik (n=10, hayvan sayisi=10), o: Y27632 (10°M, 30dk) inkiibasyonu yapilan kontrol
(n=8, hayvan say1s1=8),

Y27632-aracili gevseme yanitlarina ait pD, degerlerinin ve L-NAME
varliginda c¢alisilan A23187-aracili kasilma yanitlarin1 benzer oranda antagonize
eden Y27632 konsantrasyonlarinin kontrol ve diabetik gruplarda farkli olmasi
nedeniyle, AMPK inhibitorii CC ile birlikte yapilacak inkiibasyon protokollerinde
kullanilacak Y27632 konsantrasyonu, diabetik grup i¢in 10® M, kontrol grubu igin
107 M olarak belirlenmigtir. Bu konsantrasyonlarda uygulanan Y27632
inkiibasyonlari, her iki grupta da A23187-aracili yanitta yaklasik %50 inhibisyon
yapmaktadir (Sekil 3.7A ve 3.7B).
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Sekil 3.5. Farkli konsantrasyondaki Y27632 inkiibasyonlarinin A23187-aracili EDCF yanitlar
iizerindeki etkileri. (A) Kontrol ve (B) 4 haftalik diabetik gruplarda L-NAME varliginda (10 M, 30
dk) farkli konsantrasyonlarda Y27632 inkiibasyonunun (30 dk) A23187-aracili EDCF yanitina etkisi.
e: Kontrol (n=23, hayvan sayisi=16), m:4 haftalik diabetik (n=12, hayvan sayisi=11), ¥ : 10" M
Y27632 inkiibasyonu yapilan kontrol/diabetik (K: n=4, D: n=2), A: 3*10”" M Y27632 inkiibasyonu
yapilan kontrol/diabetik (K: n=3, D: n=1), o: 10°M Y27632 inkiibasyonu yapilan kontrol/diabetik (K:
n=1, D: n=1).

3.2.5 4 haftahik diabetin AMPK etkinligine etkisi

Phe (10° M) ile 6n kastirilan endotelli aort preparatlarinda AMPK aktivatorii
AICAR konsantrasyon-yanit egrisi ¢alisilmis ve AICAR-aracili gevseme yanitlarinin
4 haftalik diabetik kosullardaki olasi degisimi degerlendirilmistir. Diabetiklerde 10°-
3*10* M konsantrasyon araliginda AICAR’a yanit olarak gézlenen gevseme yaniti,

kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artmistir (Sekil 3.3D).

AMPK aktivasyonunun EDCF-aracili kasilma yanitlar iizerindeki etkisini ve
bu yanitin diabetik kosullardaki olasi degisimini degerlendirmek amaciyla, aort

preparatlart AMPK aktivatori AICAR ile (500 puM, 30 dk) inkiibe edilmis ve
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A23187-aracilt yanitlar incelenmistir. Kontrol preparatlarda AICAR inkiibasyonu
sonucunda EDCF yanitlarinin tamamen ortadan kayboldugu goézlenmistir. Diabetik
grupta ise AICAR inkiibasyonunun EDCF yanitlarin1 anlamli olarak azaltmasina

karsin tamamen ortadan kaldirmadigi gozlenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Kontrol ve 4 haftalik diabetik hayvanlarda AICAR (500 pM, 30dk) inkiibasyonunun L-
NAME (10 M,30dk) varliginda A23187 aracili EDCF yamtina etkisi ®: Kontrol (n=23, hayvan
sayisi=16), m: 4 haftalik diabetik (n=11, hayvan sayisi=10) , 0: AICAR inkiibasyonu yapilan diabetik
(n=4, hayvan say1si=4),0: AICAR inkiibasyonu yapilan kontrol (n=4, hayvan sayisi=4).” p<0.05 K vs
K+AICAR/D vs D+AICAR.

3.2.6 Rho-kinaz inhibitoriiniin EDCF yanitlarina etkisi

Rho-kinaz inhibitorii Y27632 ile gevseme yanitlarina iliskin pD, degerlerinin
kontrol ve diabetik grupta anlamli olarak farkli olmasi1 nedeniyle Y27632’nin EDCF
yanitlarina etkisinin degerlendirilecegi bu deney prosediiriinde kontrol ve diabetik

gruplarinda Y27632 igin farkli konsantrasyonlar belirlenmistir. Kontrol grupta L-
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NAME’e ek olarak Y27632 (107 M) inkiibasyonu yapildiginda EDCF yanitlarinin
azaldig1 gorilmistiir (Sekil 3.7A). Diabetik grupta ise L-NAME’e ek olarak Y27632
(10® M) inkiibasyonu yapildiginda EDCF yanitlarinin Y27632 inkiibasyonu
yapilmayan preparatlardaki EDCF yanitlarina gore anlamli olarak azaldigi

saptanmustir (Sekil 3.7B).
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Sekil 3.7. Y27632 ve CC inkiibasyonlarmin A23187-aracili EDCF yamitlarina etkisi. (A) Kontrol
grupta L-NAME varliginda (10 M, 30 dk) Y27632 (107 M, 30 dk) ve Y27632+CC (20 uM, 40 dk)
inkiibasyonlarinin A23187-aracili EDCF yanitina etkisi. ®: Kontrol (n=23, hayvan sayisi=16), A;
Y27632 inkiibasyonu yapilan kontrol (n=>5, hayvan sayisi= 3), % : Y27632+CC inkiibasyonu yapilan
kontrol (n=4, hayvan sayisi=3). (B) 4 haftalik diabetik grupta L-NAME varliginda (10 M,30 dk)
Y27632 (10® M,30 dk) ve Y27632+CC (20 uM, 40 dk) inkiibasyonlarinin A23187-aracili EDCF
yanitina etkisi. m:4 haftalik diabetik (n=12, hayvan sayisi=11), A; Y27632 inkiibasyonu yapilan 4
haftalik diabetik (n=7, hayvan sayisi= 5), % : Y27632+CC inkiibasyonu yapilan 4 haftalik diabetik
(n=8, hayvan sayisi=4). * p<0.05 vs K/D, #, p<0.05 vs Y27632.
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3.2.7 Rho-kinaz inhibitorii Y27632 ve AMPK inhibitorii CC’nin kontrol ve
diabetik EDCF yanitlan iizerindeki etkisi

Rho-kinaz ve AMPK yolaklarinin birlikte inhibe edilmesinin, inhibitorlerin tek
basina uygulandig1 kosullar ile karsilagtirildiginda EDCF yanitlart tizerinde additif
bir etkinlik gosterip gostermedigi kontrol ve 4 haftalik diabetik aort preparatlarinda
L-NAME inkiibasyonuna ek olarak Y27632 (Rho-kinaz inhibitérii) ve CC (AMPK
inhibitorii) inkiibasyonlar1 yapilarak degerlendirmistir. Kontrol grupta L-NAME
varhginda Y27632+CC (107/ 2*10° M) inkiibasyonu yapilan preparatlarda EDCF
yamti, sadece Y27632 (107 M) inkiibasyonu yapilarak elde edilen EDCF yanit1 ile
karsilastirildiginda anlamli olarak artmustir (Sekil 3.7A). Diabetik grupta ise L-
NAME varliginda Y27632+CC (10%/ 2*10™ M) inkiibasyonu yapilan damarlardaki
EDCF yamitlariyla sadece Y27632 (10® M) inkiibasyonu yapilan damarlardaki
yanitlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigir goriilmistiir (Sekil
3.7B). Her iki grupta da L-NAME varliginda Y27632+CC inkiibasyonuyla EDCF
yanitlart sadece L-NAME inkiibasyonu yapilan preparatlara gére anlamli olarak

azalmistir (Sekil 3.7A ve 3.7B).

3.3 Western blot deneyleri

Torasik aort prepartlarinda yapilan western blot deneylerinde kontrol ve kisa
donem diabetik gruplarda;

o AMPK yolagmim aktivitesini degerlendirmek amaciyla pAMPK (phospho-
AMPKa, Thr 172) , tAMPK, pACC (phospho- Acetyl-CoA Carboxylase,
Ser79) ve tACC proteinlerinin,

. Rho-kinaz yolaginin aktivitesini degerlendirmek amaciyla ROCK2 proteinin

diizeyleri incelenmistir.
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Organ banyosunda inkiibasyon yapilan tiim damar preparatlarinda L-NAME
varliginda A23187-aracili EDCF yanitlar1 ¢alisildiktan sonra damarlar organ

banyosundan ¢ikarilarak -80°C’de saklanmustir.

3.3.1 4 haftalik diabetin AMPK/ACC fosforilasyon diizeyleri ile ROCK?2 protein

diizeyleri iizerindeki olasi etkisi

Kontrol ve 4 haftalik diabetik grupta pACC, tACC, pAMPK, tAMPK, ROCK?2
proteinlerine spesifik primer antikorlar kullanilarak sozii edilen proteinlerin diizeyleri
degerlendirilmistir. Kontrol ve 4 haftalik diabetik gruplarda pACC/tACC,
pPAMPK/tAMPK ve ROCK2 band yogunluklari beta-aktine oranlanarak normalize
edilmistir (Sekil 3.8A ve 3.8B). pAMPK/tAMPK/beta-aktin ve pACC/tACC/beta-
aktin oranlarinda gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik belirlenmemis,
ROCK?2/beta-aktin orani ise 4 haftalik diabette kontrole gore istatistiksel anlamli
olarak artmustir (Sekil 3.8A).
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Sekil 3.8 4 haftalik diabetin AMPK ve ACC fosforilasyonlari ile ROCK2 protein diizeyleri iizerindeki
etkisi. (A) Caligilan ¢ protein diizeyine ait band yogunluklarinin analizi ve (B) ¢aligilan proteinlere
ait bandlarin goérsel gosterimi. Her bir kuyucuga yiiklenen 6rnek, 4 farkli sicana ait torasik aort
preparatlarindan hazirlanmistir. Kontrol grubu icin 7 farkli 6rnek, diabet grubu igin 6 farkli 6rnek
kullanilarak analiz yapilmistir. Analiz sonuglari, ayni Orneklerin kullanildigi iki bagimsiz deney
sonucunun ortalamalarin1 gostermektedir. Calisilan proteinlere ait band goriintiileri, kDa degerlerine
gore siralanmistir. K: Kontrol, D: 4 haftalik diabet. *, p<0,05 vs. K.

3.3.1 In vitro tedavilerin AMPK/ACC fosforilasyonuna etkisi

L-NAME, CC, Y27632 ve AICAR inkiibasyonlarinin tek basina ya da birlikte
in vitro kosullarda uygulandig1 aort perparatlarinda pAMPK, tAMPK, pACC, tACC
ve ROCK2 protein diizeyleri kontrol ve diabetik gruplarda incelenmistir (Sekil 3.10)

In vitro L-NAME inkiibasyonu yaninda CC inkiibasyonu yapilan damar
preparatlarinda  pAMPK/tAMPK/aktin ve pACC/tACC/aktin oranlar1 sadece L-
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NAME+Y?27632 inkiibasyonu yapilan damar preparatlarina gore daha azalmaktadir.

(PAMPK/tAMPK/aktin: K/L-NAME+Y27632:1.21+0.004, K/L-
NAME+Y27632+CC: 1,56+1,23. ; D/L-NAME+Y27632: 1.514£0.15, DI/L-
NAME+Y27632+CC: 0,67+0.06. pACC/tACC/aktin: K/L-NAME+Y27632:: 0.55,
K/L-NAME+Y27632+CC:  0.54. D/L-NAME+Y27632: : 0.73, DIL-

NAME+Y27632+CC: 0,26). (Sekil 3.9)

K D K D
PACC(Ser 79)

tACC - N = .

ROCK2 = s = -
PAMPK(Thr 72) L Sl

(AMPK ,-—'

Beta-aktin = il s

L-NAME + + + +

cc +  + o
Y27632 +  + + +

Sekil 3.9 4 haftalik diabet ve kontrol grubuna ait torasik aort preparatlarinda in vitro L-NAME (10
M, 30 dk) ve Y27632 (kontrol i¢in: 107 M, 30 dk; diabet i¢in: 10® M, 30 dk) inkiibasyonlari
varhiginda CC (20 uM, 40 dk) inkiibasyonunun fosforile AMPK ve ACC ile ROCK2 protein diizeyleri
iizerindeki etkisi. K: kontrol, D: diabet
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4. TARTISMA

Calismamizda, oOncelikle sigan aort preparatinda EDCF-aracilt kasilma
yanitlarinin karakterizasyonu yapilmistir. EDCF yanitlarinin karakterizasyonunun
ardindan in vitro hiperglisemik kosullarda EDCF yanitlar1 incelenmistir. In vitro
hiperglisemik kosullarda EDCF yanitlar1 uzayan inkiibasyon siiresiyle birlikte hem
normoglisemik hem de hiperglisemik ortamda beklenenin tersine azalmistir (Sekil
3.2). Bu nedenle hiperglisemik ortamda artan EDCF yanitlarin1 degerlendirmek
anlamli olmayacagi i¢in in vitro hiperglisemik ortam yerine kisa donem STZ-
diabetik sicanlarda EDCF yanitlarinin ¢alisilmasina karar verilmistir. 4 haftalik STZ
ile indiiklenen diabet varliginda EDCF-aracili yanitlardaki olasi degisiklikler
belirlenmis ve bu degisikliklerin Rho-kinaz ve AMPK sinyal yolaklar1 ile olasi

iliskisi incelenmistir.

Calismamiz ile ulagtigimiz sonuclar su sekilde siralanabilir:

1. Sican torasik aort preparatinda EDCF yanitlar (i) endotel-bagiml, (ii) COX
tiriinleri ile baglantili ve (i11) TP reseptorii-aracili gerceklesmektedir (Sekil 3.1A ve
3.1B).

2. Kisa siireli (4 haftalik) diabette, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, endotel-
aracili gevseme yanitlarinda bir degisiklik gdzlenmemesine karsin (Sekil 3.3B), Ca'?
iyonoforu A23187-aracili gergeklesen EDCF maksimum yanitlarinda istatistiksel
olarak anlamli bir artig gozlenmistir (Sekil 3.3A). A23187-aracili EDCF yanitlarinin
pD; degerlerinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (K: 6.74+0.09,
n=15; D: 6.92 £0.14, n=10, p>0.05).

3. Kisa siireli diabette sican aortunda Rho-kinaz sinyal yolagimin duyarliliginda

anlamli bir artis saptanmistir (Sekil 3.3C). Bu bulgumuzu destekler bigimde, 4
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haftalik diabette ROCK2 protein diizeylerinde anlamli bir artis oldugu gosterilmistir
(Sekil 3.8).

4, Diabetik sigan aortunda tek doz Phe ile elde edilen maksimum yanitlarda bir
farklilik gozlenmemistir (K: 1026.15+£51.46 mg n=62, deney hayvan sayisi=17; D:
922.49+43.09 mg n=51, deney hayvami sayisi=15, p>0.05). Agonist-aracili
maksimum yanitlarda degisiklik olmaksizin, Rho-kinaz inhibitérii ile degerlendirilen
gevseme yanitlarin sola kaymasi, reseptor sayisindaki artistan ¢ok Rho-kinaz sinyal
yolaginin duyarliligindaki artis1 diistindiirmektedir.

5. Kisa siireli diabette sican aortunda AMPK ve AMPK’nin agagiakim hedefi
ACC’nin fosforilasyon diizeylerinde anlamli bir artis goriilmemekle birlikte (Sekil
3.8), AMPK aktivatorii AICAR-aracili gevseme yanitlarinin diabetiklerde arttig
gozlenmistir (Sekil 3.3D). Ek olarak, A23187-aracili kasilma yanitlarinin AICAR
inkiibasyonu ile ne 6l¢iide antagonize edildigi degerlendirilmistir (Sekil 3.6).

6. L-NAME varliginda Y27632 inkiibasyonu kontrol ve diabetiklerde A23187-
aracili kasilma yanitlarin1 konsantrasyon-bagimli olarak inhibe etmistir (Sekil 3.4A
ve B). Kontrol ve diabetik gruplar icin ayr1 ayr secilen konsantrasyonlarda Y27632
inkiibasyonu ile EDCF yanitlarinda gozlenen inhibisyon, kontrollerde AMPK
inhibitérii CC inkiibasyonu ile anlamli bir sekilde geri g¢evrilmistir (Sekil 3.7A).
Buna karsin, diabetiklerde CC inkiibasyonunun, kontrollerde gozlenen etkisinin
kismen azaldig1 gosterilmistir (Sekil 3.7B). CC inkiibasyonunun AMPK sinyal yolagi
tizerindeki inhibitor etkisi, her iki grupta da pAMPK ve pACC diizeylerindeki

azalma ile gosterilmistir (Sekil 3.9).

Calismamizda klasik farmakolojik yontemler kullanilarak, sican torasik aort
preparatinda EDCF-aracili yanitlarin karakterizasyonu, kisa donem STZ-diabette
EDCF yanitlarindaki olas1 degisiklikler ve bu olasi degisikliklerin Rho-kinaz ve
AMPK sinyal yolaklar: acisindan degerlendirilmesi yapilmistir. Ik olarak, EDCF
yanitinin in vitro kosullardaki karakterizasyonunun yapilmasi ig¢in uygun protokol
belirlenmistir. Literatiir incelendiginde, Ach ile endotelyal muskarinik Ms reseptor
uyarimina ek olarak ATP (Koga ve ark., 1989; Mombouli ve Vanhouute, 1993; Yang
ve ark., 2004) ve VEGF (Liu ve ark., 2001) gibi vazoaktif bilesikler ile kalsiyum
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iyonoforu A23187 (Yang ve ark., 2004; Tang ve ark., 2007) gibi reseptor
uyarimindan bagimsiz uyaranlara yanit olarak endotel-bagimli kontraksiyonlarin
farkl tiirlerdeki ¢esitli damar yataklarinda elde edildigi belirtilmektedir (Furchgott ve
Vanhoutte, 1989; Liischer ve Vanhoutte, 1986; Vanhoutte ve ark., 2005). Ek olarak,
EDCF yanitinin NOS inhibisyonu varliginda 6nemli olglide arttigi gosterilmistir
(Luscher ve Vanhoutte, 1986; Auch-Schwelk ve ark., 1992; Iwama ve ark., 1992;
Yang ve ark., 2002). Bu bilgiler 1s18inda, ¢alismamizda EDCF-aracili yanitlar igin
endotelli damar preparatlarinda NOS inhibisyonu varliginda endotelde Ca*
konsantrasyonunu arttiran bir ajan olan A23187 konsantrasyon-yanit egrisi
calisilmigtir. Kontrol grubunda elde ettigimiz A23187-aracili kasilma yanitinin,
endoteli hasarlanmis preparatlarda ortadan kalkmasi, elde ettigimiz kasilma

yanitlarinin endotel- kaynakli oldugunu gostermektedir.

Spontan hipertansif sigan aortunda ve kopek basiler arterinde asetilkolin ile,
kopek veninde de arasidonik asit ile aliman endotel-bagimli kasilmalar, selektif
olmayan COX inhibitorii indometazin ile inhibe edilmektedir (Miller ve Vanhoutte,
1985; Liischer ve Vanhoutte, 1986; Katusic ve ark., 1988). Bu sonuglar, endotel-
bagimli kontraksiyonlarin olusumunda arasidonik asit ve prostanoidlerin onemini
gostermektedir (Vanhouute ve ark., 2005). COX’lar arasidonik asidin
endoperoksitlere metabolize olmasini saglamaktadirlar. Olusan endoperoksitler ise
PGE,, PGD,, PGF,,, PGI; ve TXA; gibi iirlinlerin olusumuna aracilik eden enzimler
tarafindan parcalanmaktadir (Funk, 2001). EDCF yanitina aracilik eden
prostaglandinin hangisi oldugu tam olarak bilinmemekle birlikte, belirtilen
prostaglandinlerden biri ya da birka¢inin endotelden diiz kasa difiize olarak diiz kasta
bulunan TP reseptorlerini uyardigr ve kasilma yanitinin olustugu varsayilmaktadir
(Huang ve ark., 2004; Vanhoutte ve ark., 2005). COX-bagimli ve endotel-bagimli
kontraksiyon yanitlarindan bir ¢ogunun TP reseptor antagonistleri tarafindan ortadan
kaldirilmasi (Tesfamariam ve ark., 1990; Auch-Schwelk ve ark., 1990; Kato ve ark.,
1990; Mayhan, 1992; Yang ve ark., 2002, 2003; Zhou ve ark., 2005), bu hipotezi
giiclendirmektedir. TP reseptor aktivasyonu iizerinden gergeklesen kasilma yanitlari,

reseptor-aracilt ve voltaj-aracili Ca*? kanallarinin agilmasi sonucunda hiicre igine
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Ca*? girisindeki artis ve miyofilamentlerin Rho-kinaz-aracili duyarliligindaki artis ile
gerceklesmektedir (Okon ve ark., 2002; Huang ve ark., 2004; O’Rourke ve ark.,
2006). Calismamizda, literatiir bilgisini dogrular sekilde, NOS blogu varliginda
indometazin ve TP reseptor antagonisti S18886 inkiibasyonlarinin A23187-aracili
kasilma yanitlarini ortadan kaldirdigi gosterilmistir. Sonuclarimiz, L-NAME ile NOS
blogu yapilmis endotelli aort preparatlarinda 108-10°M konsantrasyon araliginda
alian A23187-aracili kasilma yanitlarinin EDCF yanitlar1 oldugunu gostermektedir
(Vanhoutte ve Tang, 2008; Feletou ve ark., 2009).

Kisa siireli STZ-diabetin endotel fonksiyonu iizerindeki etkisinin
degerlendirilmesi, Ach-aracili gevseme yanitlar1 ve EDCF-aracili kasilma yanitlari
araciligiyla yapilmistir. STZ uygulamasindan sonra, kontrol ile karsilastirildiginda
diabetik grubun kan sekeri degerlerinde gozlenen artis ve beden agirliklarinda
gozlenen azalma, deneysel olarak STZ-diabet tablosunun gelistigini gostermektedir.
4-haftalik silirenin sonunda diabetik gruba iliskin Ach-gevseme yanitlarinin
kontrolden farkli olmamasi, kisa siireli diabette endotel-aracili gevseme yanitlarinin
bozulmadigina iligkin bir bulgudur. Ne var ki, Vanhoutte ve ark. (2016), kontrol,
yasli ya da patolojik deney hayvanlarindan izole edilen damar preparatlarinda NO-
aracilt yanitlar1 karsilastirirken, yalnizca NO firetimi icin gii¢lii bir uyaranla (6rnegin
Ach, bradikinin ya da siirtlinme stresi) alinan yanitlarin endotel biitiinliigii i¢in tek
basina bir gosterge olmayabilecegini, endotel hasarinin daha diisiik etkinlige sahip
ikinci  bir endotel-bagimli gevsetici ajanla (op-adrenerjik agonistler, insiilin,
serotonin) daha agik bir sekilde ortaya konabilecegini belirtmislerdir. Bir bagka
anlatimla, belirtilen deney gruplarinda Ach yanitlar1 arasinda fark olmamasu, ille de
endotel hasarmin olusmadigi anlamima gelmemektedir. Kaynak olarak belirtilen
yaymin (Vanhoutte ve ark., 2016) calismamizin son déneminde yaymlanmis olmasi
nedeniyle, ¢alismamizda, Ach’e ek olarak ikinci bir ajanla endotel-aracili gevseme
yanitlar1 kontrol edilememistir. Diabetiklerde L-NAME varliginda A23187-aracili
maksimum kasilma yanitlarinda goézlenen artis, diabetik aortta endotel-aracili
kasilma fonksiyonunun kontrole gére daha aktif oldugunun bir kanitidir. 4-haftalik

diabette gozlenen endotel-aracili hiperkontraktilite tablosunun endotelin kasilma

50



fonksiyonundaki/duyarliligindaki artigtan kaynaklandig: diisiiniilebilir. Diabetiklerde,
A23187-aracilt konsantrasyon-yanit egrisinin pD; degerinin kontrolden farkl
olmamasia ek olarak maksimum yanitlarda gozlenen artis, diabetik kosullarda
vaskiiler diiz kasta isgal edilen ya da artan TP reseptor sayis1 (upregiilasyon) ile

agiklanabilir.

Yukarida da belirtildigi gibi, TP reseptor uyarimi sonucunda kasilma yanitinin
olusmasindaki mekanizmalardan biri, miyofilamentlerin Rho-kinaz duyarliligindaki
artistir. Artmig Rho-kinaz aktivitesinin oksidatif strese ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisimine katkida bulunabilecegi gosterilmistir (Shimokawa, 2016).
Bircok caligmada Rho-kinaz’larin endotelyal fonksiyon iizerindeki olasi etkileri,
Rho-kinaz inhibitorleri kullanilarak agiklanmistir. Endotelyal Rho-kinaz aktivitesinin
eNOS mRNA stabilitesini azaltarak eNOS ekpresyonunu azalttigi gosterilmistir
(Laufs ve Liao, 1998; Zhou ve Liao, 2009). Ek olarak, Rho-kinaz’larin PI3K/Akt
(fosfatidilinozitol 3-kinaz/ protein kinaz B, PKB) yolagini inhibe ederek ve arjinaz
aktivitesini uyararak eNOS’un katalitik aktivitesini azalttig1 kanitlanmistir (Ming ve
ark., 2002, 2004; Wolfrum ve ark., 2004). Ayrica statinlerin pleotropik etkileri gibi
Rho-kinaz inhibitorlerinin de kardiovaskiiler sistem iizerindeki bazi yararli etkileri,
sozli edilen ajanlarin NO iretimi ve kullanimi (bioavability) tizerindeki olumlu
etkileri ile iligkilendirilmektedir (Rikitake ve Liao, 2005). Endotelyal hiicreler
tizerinde Rho-kinaz’in belirtilen etkilerini destekler sekilde, in vivo farmakolojik
Rho-kinaz inhibisyonu, hipertansiyon ve diabet gibi endotelyal fonksiyon bozuklugu
ile iligkili patolojik durumlarin deneysel modellerinde endotel-bagimli gevseme ile
eNOS ekspresyonu ve aktivitesini iyilestirerek endotelyal fonksiyonu diizeltmistir
(Higashi ve ark., 2003; Bivalacqua ve ark., 2004; Shah ve Singh, 2006a ve b;
Horowitz ve ark., 2007; Arita ve ark., 2009; Nuno ve Lamping, 2010; Tsounapi ve
ark., 2012). Diabetiklerde gozlenen fonksiyon bozukluklari ve mortalitenin en
onemli nedenlerinden biri vaskiiler problemlerdir (Creager ve ark., 2003). NO
tiretimindeki azalma ve bunu izleyen indiiklenmis oksidatif stres ve inflamasyonun
bir sonucu olan “hiperglisemi ile indiiklenen endotelyal fonksiyon bozuklugu”,

diabetiklerde ateroskleroza yatkinligit baslatan ilk faktordiir. Rho-kinaz
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inhibitorlerinin yararl etkilerine ek olarak, diabetik siganlarin endotelyal ROCK2
ekspresyonlarinda gozlenen 2.5 katlik artig, diabetle indiiklenen endotelyal fonksiyon
bozuklugunda ROCK ’larin roliinii desteklemektedir (Cicek ve ark., 2013). Farelerde
gelistirilmis STZ-diabet modelinde, glukoz diizeylerinde herhangi bir degisiklige
neden olmamakla birlikte, Rockl ya da Rock2 heterozigot gen silinmesi kan
basincinda diabetle indiiklenen artisi ortadan kaldirmistir (Yao ve ark., 2013).
Rock1*™" ya da Rock2™" aort preparatlarinda Phe’e alinan maksimum kontraktil yanit
degismemis, ancak duyarlilik anlamli olarak azalmistir. Rockl*” ya da Rock2*"
farelerin aortlarinda endotel-bagimli gevseme ve NO iiretimi kontrollere gore anlamli
sekilde artmis ve diabetle indiiklenen endotelyal fonksiyon bozuklugu kismen
ortadan kalkmistir. Calismamizda, kisa siireli diabette Rho-kinaz aktivitesindeki olasi
degisiklikler in vitro kosullarda Rho-kinaz inhibitorii Y27632 kullanilarak ve torasik
aort preparatlarinda ROCK2 protein diizeyleriincelenerek degerlendirilmistir. Bu
amagcla, tek doz Phe ile 6n kastirilmis endotelli aort preparatlarinda Y27632’nin Phe-
aracili kasilma yanitin1 ne Olclide geri g¢evirebildigi konsantrasyon-bagimli olarak
calistlmistir.  Phe, vaskiiler diiz kasta Gg-kenetli a-adrenerjik reseptorlerin
aktivasyonu sonucunda kasilma yaniti olusturmakta ve sinyal yolaginda Rho-kinaz
aktivitesi de rol almaktadir. Sonuglarimiz, Y27632 konsantrasyon-yanit egrisinin
diabetiklerde kontroller ile karsilastirildiginda sola kaydigini géstermektedir. Diabete
bagli Rho-kinaz duyarhilifinda artis olarak degerlendirilebilecek bu sonug, Rho-
kinaz’in hem endotelde hem de diiz kasta aracilik ettigi etkilerle birarada
yorumlanmalidir. Daha 6nce de belirtildigi gibi, Rho-kinaz endotelde NO iiretimini
baskilar sekilde etkinlik gOstermekte ve saglikli kosullarda vaskiiler tonus her iki
sinyal yolagmin aktivitesiyle dengede kalmaktadir. So6zii edilen dengenin NO
aleyhine bozulmasi, dolayli olarak Rho-kinaz aktivitesinin artis1 olarak ortaya
c¢ikabilir. Protokoliimiizde konsantrasyon-yanit egrisi olarak calisilmamis olsa da,
kontrol ve diabetik gruplar arasinda 10° M Phe ile elde edilen kasilma yanitlarinda
farklilik bulunmamigstir. Maksimum kasilma yanitina yansimayan ancak kasilma
yanitimin daha diisiik Y27632 konsantrasyonlarinda geri ¢evrilmesini saglayan
endotel-kaynakli hasarin endoteldeki eNOS aktivitesinin azalmasi olabilecegi 6ne
stiriilmektedir (Vanhoutte ve ark., 2016). Bu noktada, diabet varliginda Ach ile elde

edilen gevseme yanitlarinda bir degisiklik olmamasina karsin, Y27632 ile gosterilen
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Rho-kinaz duyarliligindaki artisin nedeni olarak eNOS aktivitesindeki azalmanin
spekiile edilmesi bir ¢eliski olarak disiiniilebilir. Yukarida da agiklandigi gibi,
caligmamizda endotel biitiinliigliniin sadece Ach-aracili gevseme yanitlarn ile
degerlendirilmesinin yeterli olmayabilecegi, Vanhoutte ve ark. (2016),’nin son
calismalarinda belirttikleri deneysel bir yorum sayesinde farkedilmistir. Bu durumda,
calismamizda Ach-aracili gevseme yanitlari ile yakalayamadigimiz azalmig NOS
aktivitesi ile iliskili endotel hasarin, Rho-kinaz duyarliligindaki artis ile dolayl bir
sekilde degerlendirilmesi miimkiin olmustur. Torasik aort preparatlarinda ROCK2
protein diizeylerinin diabetik kosullarda kontrollere gore anlamli olarak artmis
olmasi, fonksiyonel olarak gosterdigimiz Rho-kinaz duyarliligindaki artigin bir

nedeni olarak degerlendirilebilir.

AMPK sinyal yolagimin aktivasyonu sonucunda, endotelde eNOS’un
Ser1177°den (Chen, 1999; Chen, 2003; Chen, 2009; Davis ve ark., 2006; Harris,
2001; Morrow, 2003; Thors, 2004) ve Ser633’iin (Chen, 2010) fosforilasyonu
gerceklesmekte ve NO kullanimi artmaktadir. Ek olarak, saglikli domuz, fare ve
sicanlardan izole edilen arterlerde hipoksi (Rubin, 2005), AICAR (Goirand ve ark.,
2007) ve metformin (Majithiya ve Balaraman, 2006) gibi AMPK aktivatorlerine
yanit olarak endotele bagli olmayan gevsemelerin elde edilmesi, vazorelaksasyonun
vaskiiler diiz kasta bulunan AMPK aktivasyonuna da bagli oldugunu gostermektedir.
Biyokimyasal c¢alismalar, AMPK’nin dogrudan MLCK’nin hiicreigi Ca*?
duyarliligmm azaltarak belirtilen kinazi etkiledigini (Horman, 2008) ve vaskiiler
toniisii azalttigim1 kanitlamaktadir. Bir arada degerlendirildiginde, AMPK’nin
vazomotor fonksiyonlar1 endotel-bagimli ve endotelden bagimsiz mekanizmalarla
diizenledigi goriilmektedir (Ford ve Rush, 2011). Calismamizda AMPK sinyal
yolagi, iki farkli protokol kullanilarak incelenmistir. Bunlardan ilki, Phe ile 6n
kastirllmis endotelli aort preparatlarinda AMPK aktivatorii olan AICAR
konsantrasyon-yanit egrilerinin elde edilmesidir. Ikinci protokoliimiizde ise, L-
NAME ve AICAR inkiibasyonlar1 uygulanmis aort preparatlarinda A23187-aracili
kasilma yanitlar1 calisilmistir. Kullanilan iki protokol arasinda dikkat edilmesi

gereken bir farklilik vardir: ilk protokolde endotel-bagimli ve endotelden bagimsiz
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AMPK gevseme yanitlar1 dogrudan degerlendirilirken, ikinci protokolde yalnizca
vaskiiler diiz kasa iliskin AMPK gevseme yanitlart dolayli olarak
degerlendirilmektedir. L-NAME inkiibasyonunun EDCF yanitlarinin ¢alisildigi
protokolde yer almasi nedeniyle, ikinci protokolde AICAR ile indiiklenen AMPK
yanitlari, NOS’a bagimli olmayan, bir baska anlatimla vaskiiler diiz kasa iligkin
yanitlardir. Ik protokole iliskin sonuglar, AICAR-aracili gevseme yanitlarinin
diabetiklerde kontrollere gére anlamli olarak arttigini gostermektedir (Sekil 3.3D).
Ikinci protokole iliskin sonuglar degerlendirilirken, deney gruplarinin A23187-aracili
kasilma yanitlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu gozoniine
alimmalidir. Bu nedenle, kontrol ve diabetik gruplarda benzer kasilma yanitlari
olusturan A23187 konsantrasyonunda (3*107 M) AICAR inkiibasyonu ile
indiiklenen antagonizma degerlendirilmistir. Goriilecegi gibi, her iki grupta da
AICAR inkiibasyonu, 3*107 M A23187 ile gbzlenen EDCF-aracili kasilma
yanitlarini tiimiiyle baskilamigtir. Sonug olarak, diabetiklerde kontrole gore endotel-
bagimli AMPK-aracili gevseme yanitlarinda artis gézlenmis, buna karsin endotelden
bagimsiz AMPK-aracili gevseme yanitlarinda bir farklilik saptanmamustir. 4 haftalik
diabetiklerde kontrollere gore AMPK aktivitesindeki olas1 degisikligi daha ayrintili
degerlendirebilmek i¢in AMPK ve ACC proteinlerinin diizeyleri incelenmistir. Yag
asidi metabolizmasini diizenleyen biotin-bagimli bir enzim olan ACC, AMPK’nin
asagl akim hedefidir. AMPK, ACC’i Ser 79, 1200 ve 1215 konumlarindan
fosforilleyerek inaktif hale getirmektedir. Deneysel olarak AMPK aktivitesinin
degerlendirilmesi, fosforile AMPK (AMPK-Thr172) ve fosforile ACC (ACC-Ser79)
diizeylerinin birarada incelenmesi ile yapilmaktadir (Ha ve ark., 1994; Ford ve Rush,
2011; Kawaguchi ve ark., 2016). Calismamizda fosforile AMPK ve ACC protein
diizeyleri incelendiginde kontrol ve diabetik grup arasinda anlamli bir farklilik
gorilmemigstir (Sekil 3.8). Sonuglarimiz, kisa siireli diabette AMPK aktivitesinin

degismedigini gostermektedir.

Diabetiklerde kontrollere goére artmis Rho-kinaz duyarhiliginin gosterildigi
sonuclarimiza ek olarak, L-NAME varliginda A23187-aracili kasilma yanitlarinin

Y27632 ile ne 6l¢iide bloke oldugu kontrol ve diabetik gruplarda incelenmistir. Bu
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amagcla, ii¢ farkli konsantrasyonda Y27632 inkiibasyonu yapilarak A23187-aracili
kasilma yanitlarindaki inhibisyon degerlendirilmistir.  Sonug¢larimiz, aym
konsantrasyonda uygulanan Y27632 inkiibasyonunun diabetiklerde kontroller ile
karsilastirildiginda daha belirgin bir inhibisyon yaptigini, bir baska anlatim ile
diabetiklerde daha diisiik Y27632 konsantrasyonu ile kontrollere benzer olgilide
inhibisyon yakalandigin1 gostermektedir (Sekil 3.7). Bu sonug, Phe ile 6n-kastirilmig
endotelli aort preparatlarinda Y27632-aracili gevsemelerin diabetiklerde kontrollere
gore sola kaymasi ile ortiismektedir. A23187-aracili kasilma yanitlarinin L-NAME
varliginda ¢alisilmasi, vaskiiler diiz kastaki Rho-kinaz etkinligini yansitmaktadir. Bir
arada degerlendirildiginde, kisa siireli diabette Rho-kinaz duyarliliginin hem endotel

hem de vaskiiler diiz kasta arttig1 6ne siirtilebilir.

EDCF yanitlarinda Rho-kinaz ve AMPK sinyal yolaklarinin olas1 etkilerinin
birlikte degerlendirilebilmesi amaciyla, kontrol ve diabetik gruplarda Y27632
inkiibasyonu ile EDCF yanitlarinda gozlenen inhibisyonun, AMPK inhibisyonu ile
ne oranda degistigi arastirtlmistir. EDCF yanitlarinda deney gruplari i¢in ayr1 ayri
belirlenen konsantrasyonlarda Y27632 ile saglanan yaklasik %50 diizeyindeki
inhibisyon, kontrollerde AMPK inhibitérii CC inkiibasyonu ile anlamli bir sekilde
geri cevrilmistir. Buna karsin, diabetiklerde CC inkiibasyonu, kontrollerde gozlenen
“olumlu” etkisi kismen gostermistir. Bir baska anlatimla, calismamizda AMPK
inhibitori ile dolayli olarak gosterilen NOS’a bagimli olmayan AMPK aktivasyonu,
diabetiklerde kontrolle karsilastirildiginda anlamli olarak azalmistir. Bu bulgu ile,
AICAR inkiibasyonu ile A23187-aracili kasilma yanitlarinda gdzlenen inhibisyon
%’lerinin her iki grupta da benzer olmasi birbiriyle ¢eliskili goriinmektedir. AMPK
aktivatorii ile A23187-aracili kasilma yanitlarinda gézlenen inhibisyon, fizyolojik bir
antagonizma ornegidir. Ca™ iyonoforu A23187 ile endotelde indiiklenen Ca*
artisgina yanit olarak COX {riinlerinin sentezi, TP reseptdr isgali ve ROCK
aktivasyonu sonucunda kasilma yanitlari olusmaktadir. AMPK aktivasyonuna yanit
olarak, diiz kasta artmis olan Ca*? diizeyleri azalmakta ve bu mekanizma ile AICAR
inklibasyonuna yanit olarak A23187-aracili kasilma yanitlarinda inhibisyon

gozlenmektedir (Schneider ve ark., 2015). Diiz kasta ger¢eklesen ve AICAR ile
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indiikklenen AMPK aktivasyonuna bakilarak AMPK aktivitesinin diabetiklerde
korundugu soOylenebilir. Ancak, yine diiz kasta AMPK inhibitorii ile elde edilen
bulgular, bazal AMPK aktivitesinin diabetiklerde kontroller ile karsilastirildiginda
anlaml olarak diisiik oldugu gostermektedir. Her iki bulgu g6z 6niine alindiginda,
vaskiiler diiz kasta bazal AMPK aktivitesinin diabetiklerde azaldig1 ancak giiglii bir
aktivator ile uyarima yanit olarak kontrol ve diabetikler arasindaki farkin ortadan
kayboldugu sdylenebilir. Benzer sonuglar spontan hipertansif sican modelinde
AMPK aktivitesinin degerlendirildigi bir calismada da gozlenmistir (Ford ve Rush,
2011). Arastiricilar, spontan hipertansif sican aortunda bazal AMPK akivitesinin
kontrollerle karsilagtirlldiginda diistik oldugunu gostermisler, AICAR-aracili
gevseme yanitlarinin ise spontan hipertansif siganlarda kontrollere gore daha fazla
oldugu ve AICAR inkiibasyonu ile Ach-aracili EDCF yanitlarindaki inhibisyonun da
her iki grupta ayni diizeyde oldugu belirtmislerdir (Ford ve Rush, 2011). Ayrica,
AICAR inkiibasyonu ile Ach-aracili kasilma yanitlarinda gozlenen inhibisyonun
AMPK inhibitorii CC ile geri cevrilme orani, spontan hipertansif aortlarda
kontrollere gére daha az bulunmustur (Ford ve Rush, 2011). Calismamizda kontrol
ve diabetik gruplarda AICAR ve CC-aracili yanitlara iliskin geligkili goriinen
sonuglar, kisa siireli diabette aktivator ile uyarilan (AICAR-aracili) ve inhibitor ile
baskilanan (CC-aracill) AMPK aktiviteleri arasinda fark olabilecegini
diisiindiirmektedir. Calismamizda, kisa siireli diabette fosforile AMPK ve ACC
protein diizeylerinin kontrollere gore anlamli olarak degismedigi goriilmiistiir. Bu
noktadan yola ¢ikarak, bazal AMPK aktivitesinin, herhangi bir uyarimin olmadig
kosullarda, AMPK inhibitorii ile baskilanmasi sonucunda elde edilecek yanitin
kontrollere gore daha diisiik olabilecegi, buna karsin, bazal AMPK aktivitesinde
inhibitdr ile gozlenen bu degisikligin aktivatér ile uyarim sonucunda ortadan

kalkabilecegi One siiriilebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Sican aortunda EDCF-aracili kasilma yanitlar1 COX {iriinleri ve TP reseptor
aktivasyonu ile iliskilidir. Kisa siireli diabette EDCF-aracili kasilma yanitlarinda ve
Rho-kinaz  duyarliliginda artis  gozlenmektedir. So6zii edilen Rho-kinaz
duyarliligindaki artis hem endotel hem de vaskiiler diiz kasta ger¢eklesmektedir.
Diabetik aort preparatlarinda AMPK aktivatorii AICAR-aracili gevseme yanitlar
artmistir. Ek olarak, endotele bagimli olmayan AICAR-aracili gevseme yanitlari
diabetiklerde korunmustur. Sonuclarimiz, kisa siireli diabette hiperglisemi ile
indiiklenen endotel hasar1 olustugunu gostermektedir. Ek olarak, AMPK sinyal
yolaginin aktivasyonunun, vazorelaksasyonun korunmasi ve iyilestirilmesi agisindan
oldukg¢a yararli bir terapotik yaklasim olabilecegi goriilmektedir. Kasilma
prosesinden sorumlu bir sinyal yolagi olan Rho-kinaz duyarliligindaki artisa karsin,
vaskiiler dokuda AMPK aktivasyonunun saglanmasinin ve siirdiiriilmesinin, diabet
gibi vaskiiler komplikasyonlarin 6nemli bir mortalite nedeni oldugu patolojilerde

yeni bir tedavi secenegi olarak hedeflenmesi 6nemlidir.
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OZET

In vitro Hiperglisemik Ortamda Gézlenen Endotel Kaynakh Kastiric1 Faktor (EDCF)
Yanitlarina Rho-kinaz ve AMPK Sinyal Yolaklariin Katkisi

Diabetin neden oldugu mortalite ve morbidite, genellikle mikrovaskiiler (retinopati,
noropati, nefropati) ve makrovaskiiler (kardiyovaskiiller —ve serebrovaskiiler)
komplikasyonlardan kaynaklanmaktadir. Hiperglisemi endotel fonksiyonlarin1 bozarak
vaskiiler tonusu olumsuz olarak etkilemektedir. Vaskiiler tonus fizyolojik kosullarda EDRF,
EDHF ve EDCEF tarafindan kontrol edilmektedir.

Patolojik durumlarda endotel-kaynakli gevsemenin azalmasi, EDRF iiretimindeki
azalmaya bagli olabilecegi gibi EDCF diizeyinin artmasina da bagli olabilmektedir. EDCF
hipertansiyon, diabet gibi hastaliklarda artmaktadir. Bu ¢alismada in vitro hiperglisemik
kosullarda EDCF yanitlarindaki olasi1 degisiklikler degerlendirilmistir. Ancak segtigimiz
patolojinin deney protokolii nedeniyle, EDCF yanitlarinin saglikli bir sekilde alinamadigi
belirlenmistir. Bu nedenle ¢alismaya kisa donem diabetik siganlardaki EDCF yanit
degisiklikleri incelenerek devam edilmistir. Diabetik sicanlarda artan EDCF yanitlarina,
birbirine ters etki yapan Rho-kinaz ve AMPK yolaklarinin katkisi incelenmistir. Rho-
kinazlar kiigiik GTP-bagli proteinlerden biri olan Rho'nun efektériidiir. Rho-kinazlar MLC’i
defosforile eden MYPT-1"¢e etki edip MLC’nin fosforile halde kalmasini saglayarak sitozolik
Ca*?konsantrasyonu artirir ve vaskiiler diiz kasin kasilmasina neden olurlar. Rho-kinazlarin
aktivitesi EDCF yamtlariin arttigi hipertansiyon, kalp yetmezligi ve diabet gibi
hastaliklarda artmaktadir. AMPK ise hiicrenin enerji sensorii olarak diisiiniilmektedir.
Vaskiiler diiz kasta endotel-bagimli ve bagimsiz gevsemeyi saglayarak vaskiiloprotektif etki
gostermektedir. AMPK’ nin aktivitesi Rho-kinaz yolagmin aktivitesinin tersine EDCF
fonksiyonunun arttig1 hipertansiyon ve diabet gibi hastaliklarda azalmaktadir.

Bu c¢alismada 30 haftalik kontrol ve kisa dénem (4 hafta) STZ-diabetik Spraque-
Dawley erkek siganlarin torasik aort preparatlari kullanilmistir. Kisa donem STZ-diabette
EDCF yanitlarinin arttigt gozlenmistir. Kisa donem diabetik kosullarda Rho-kinaz
duyarlihigimmin, ROCK2 protein diizeyinin ve AICAR-aracili gevseme yanitlarinin arttigi
saptanmistir. Sonuclarimiz, diabetik aortta artmig EDCF-aracili kasilma yanitlarina karsin
AMPK-aracili gevsemelerin arttigim1 gostermektedir. Ek olarak, AMPK sinyal yolaginin
relaksasyonun korunmasi ve iyilestirilmesi agisindan oldukga yararli bir terapdtik yaklagim
olabilecegi goriilmektedir.

Anahtar Sozciikler: AMPK, Diabet, EDCF, Endotel, Rho-kinaz
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SUMMARY

Contribution of Rho-kinase and AMPK Signaling Pathways to Endothelium Derived
Contracting Factors (EDCF) Responses Observed in In vitro Hyperglysemic Stage

Most of the mortalities and morbidities caused by diabetes may be the results of
microvascular (retinopathy, neuropathy, nephropathy) and macrovascular (cardiovascular,
cerebrovascular) complications. Hyperglycemia badly affects vascular tonus by impairing
the functions of endothelium. Vascular tonus is controlled by EDRF, EDHF and EDCF
under normal physiological circumstances.

In pathological conditions, impairment of endothelium-derived relaxation can be
caused by both decrease in EDRF release and increase in EDCF release. The increase in
EDCEF is observed with diseases such as hypertension and diabetes. In our study, the possible
changes that occur in EDCF responses in in vitro hyperglycemic conditions are investigated.
Contrary to expectations, EDCF responses found to be diminished due to extension of
hyperglycemic incubation time. For this reason, EDCF responses were evaluated in short
term STZ-diabetes models. The contribution of two pathways, Rho-kinase and AMPK,
which have opposite effects, to the increased EDCF responses in diabetic rat aorta was
investigated. Rho-kinases are the effectors of Rho which is one of the small GTP-binding
proteins. They increase cytosolic Ca™® concentration and cause vascular smooth muscle to
contract, keeping MLC phosphorylated by affecting MYPT-1 which dephosphorylates the
MLC. The activities of Rho-kinases increase in diseases such as hypertension, heart failure
and diabetes in which EDCF function increases. AMPK is the energy sensor of the cell. It
provides a vasculoprotective effect by causing endothelium-dependent and endothelium-
independent relaxation in smooth muscle. In contrast to Rho-kinase pathway activity, AMPK
pathway activity decreases with the disease such as hypertension and diabetes in which the
EDCEF function increases.

In the current study, the thoracic aorta preparations of 30-week-old male Sprague-
Dawley rats which were grouped as controls and short-term (4-weeks) STZ-induced
diabetes. In short-term diabetes, the EDCF-mediated responses were shown to be increased.
Also, the increased sensitivity of Rho-kinase pathway, protein level of ROCK2 and
improved AICAR-mediated vasorelaxation responses in short-term diabetes were observed.
These findings demonstrate AMPK-mediated relaxation is enhanced in diabetic aorta despite
the increased EDCF-mediated contraction. Our results, thus, suggest that the activation of
AMPK may be a potential therapeutic strategy to improve hyperglycemia-induced
endothelial dysfunction.

Key words: AMPK, Diabetes, EDCF, Endothelium, Rho-kinase.
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