T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBI FARMAKOLOJ ANABILIM DALI

DIiYABETIK SICANLARDA MESANE
FONK SIYONLARINDA KUCUK
GTPAZ'LARIN ROLU

DR. ATIYE SINEM EVCIM

UZMANLIK TEZI

TEZ DANISMANI:
DOC. DR. MUKADDES GUMUSTEKIN GUNELI

[ZMIR-2012



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBI FARMAKOLOJ ANABILIM DALI

DIiYABETIK SICANLARDA MESANE
FONK SIYONLARINDA KUCUK
GTPAZ'LARIN ROLU

DR. ATIYE SINEM EVCIM

UZMANLIK TEZI
TEZ DANISMANI:
DOC. DR. MUKADDES GUMUSTEKIN GUNELI



ICINDEKILER

TABLO LISTESI ...ttt ettt e sttt eesteestesssaesnsasse s stesnsaesnsensens WY
SEKIL LISTESI ...ttt ee e een s ee s eeneeean v
L 1 I O I = R Xii
KISALTMA LISTESI ..ottt sttt nn st ss st e e Xiii
(01115 7R XV
i W o =@ Y4 = LT 1
2. INGILIZCE OZET (ABSTRACT) coeiueeeieeeeeeeeceetete et essssaste et en s sn s 4
3. GIRIS VE AMAG ...ttt n s a et an s se s s s s 7
4. GENEL BILGILER ...ttt sttt 11
g == OSSP 11
4.0.8. MESANE ANBLOMISI ...ttt etee st e sttt ettt e st e e st e e be e e sbeesseeebeesaneesbeeenbeesnneenseean 11
4.1.D. MESANE HISLOIOJISI ...ttt ettt st n e nnee s 11
4.1.C. ISEME FiZYOIOJISi ....veuvvevieeieieteeete ettt bbb b s 12
4.1.d. Detrusor DUZ Kas KaSIMESI ........eeiiiiiiiiiieiiiesiee et 15
4.1.e. Urotelyumun Y apist ve Urotelyumun Diiz Kas Kasilmasindaki ROl ......................... 18
4.2. DIyahEIES MEILTTUS ... 20
4.2.1. EPIAEMIYOIOJT ..ottt et 20
4.2.2. KOMPIIKESYONIAN......eiiiieiiieie et nnee s 20
4.3. HayVan MOEIENT ........ooiiieiee et nnee s 21
4.3.1. Tip | Diyabetes Mellitus Hayvan Modellefi..........cocveiiiiiiiiiieniiieeeeee e 21
4.3.2. Tip |1 Diyabetes Mellitus Hayvan MOdelleri ..........ccooviiiiiiiiieniieieeee e 21
4.3.3. Mesane DisfonkSiyonu MOGELT ..........cooviiiiriiiiiieeee e 22
4.4. Diyabetes Mellitus ta Mesane DiSfONKSIYONU..........cocueeriieriiiiieenie e 22
T = (010 (= 07O OPTPR 23
4.4.1.a Detrusor DUz Kas DISFONKSIYONU ........ccceeiiieriiiiiiesieesiee e 24
4.4.1.b. Detrusor Kasta OKSIAatif SIrES ........covviiiiiiieiie e 26
4.4.1.C. NOronal DiSfONKSIYON.......coiuiiiieiiiieniee ettt sneennee s 29
4.4.1.d. Urotelyal DiSFONKSIYON ........c.ooviveeeeeeceeictceceeeee ettt sesesss s st se s 30
4.5. Mesane DisfonksiyonuNOa TEOAVI ........cooueiiiiiiiieiie et 30
I U o0 QY I 7.4 A | == S 33
B 3o 0 AN | = SRS 34



4.7.1. RNO/RNO KiNBZ YOIB81 ...ttt 35

O - o SR 37
4.7.2.a. Racl Araciligiyla Gergeklesen HUcresel Olaylar .........ooooeeevieiiieniiienieeeeseeni 38
4.7.2.b. Hicresel Olaylarda RhoA/Racl Arasindaki Denge..........coccveieveneinieeneeeieeseeniens 40
5. GEREC VE YONTEMLER ..ottt en s 42
5.1. ORGAN BANYOSU ....ueieiiiieiiieniee ettt ettt st eesneesneesseenseensesneesseensens 42
5.2. KONSANTRASYON-YANIT EGRILERI ......cocooveviiieieee e 44
5.3. ARASTIRMA YONTEMI ....ootitiitctcccctcceeceeeee ettt 45
B. BULGULAR ..ottt et et esme e sbeenteeneeeneeeneesneenneas 49
6.1. Hayvanlarin Vicut ve Mesane Agirliklari, Kan Sekeri Degerleri.......cooovvvveniiineennenne 49
6.2. Mesane Detrusor Kas Kasilmasindaki Degisikliklerin incelenmesi.............ccccceevevevenee, 49
6.2.1. KCl Ile Elde Edilen Kontraktil Yanitlar............ccccceeevevereieiiieeieeceeese e, 49
6.2.2. Kimilatif Karbakol Ile Elde Edilen Kontraktil Yantlar ............cccccceeeveviveeiierererennne, 50
6.2.3. indometazin Varliginda CCh Y anitlarindaki DegisiKIiKIer...........ccccceevevivcreecicrerenne, 52
6.2.4. Kontrol Grubunda Kigik GTPaz larin Inhibisyonuna Bagli CCh Yamtlarindaki
DEGISIKIKIEN ...ttt e et e sreenaeenee e 54
6.2.5. Kontrol Grubunda Tek ve Kombine Kuiglik GTPaz inhibitorleri Varliginda CCh Emax
ve pD2 Degerlerinin KarsilastirtlmMast .......o.veeieeeieiiieecee s 60
6.2.6. Diyabet Grubunda Kuglk GTPaz'larin inhibisyonuna Bagli CCh Y anitlarindaki
DEGISIKIKIEN ...t te et e e sreenaeenee e 62
6.2.7. Diyabet Grubunda Tek ve Kombine Kiiglik GTPaz Inhibitorleri Varliginda CCh Emax
ve pD2 Degerlerinin KarsilastirtlmMast .......oo.veeieeeieiiieecee s 69
6.2.8. Insiilin Tedavisi Verilen Diyabet Grubunda Kiiglik GTPaz’ larin inhibisyonuna Bagl:
CCh Yantlarindaki DeGiSiKITKIEN ..........couiiiiiieiieeee e 71
6.2.9. Insllin Tedavisi Verilen Diyabet Grubunda Tek ve Kombine Kigik GTPaz
Inhibitorleri Varliginda CCh Emax ve pD, Degerlerinin Karsilastirilmast ............ccccccevveee. 78
6.2.10. Tum Gruplarda Tek ve Kombine Kiglik GTPaz Inhibitorleri Varliginda CCh Emax ve
pD2 Degerlerinin KarstlastirilMast ........c.cueoiiiiiiiiiieceeee e 80
6.2.11. Kontrol Grubunda indometazin ile Birlikte Kiiciik GTPaz larin Inhibisyonuna Bagli
CCh Yamtlarindaki DeGiSiKITKIEN ..........couiiiiiieiee e 86
6.2.12. Kontrol Grubunda indometazin + Kiigik GTPaz Inhibitorleri Varliginda CCh Emax
ve pD2 Degerlerinin KarsilastirtlmMast .......ooveeieeeieiiieeeeee s 9
6.2.13. Diyabet Grubunda Indometazin ile Birlikte Kiicik GTPaz larin Inhibisyonuna Bagli
CCh Yamtlarindaki DeGiSiKITKIEN ..........couiiiiiieiee e 96



6.2.14. Diyabet Grubunda Indometazin + Kuiglik GTPaz Inhibitorleri Varliginda CCh Emax

ve pD2 Degerlerinin KargilagtirtiMast..........eeieeiiieiieeie e 103
6.2.15. Inslllin Tedavisi Verilen Diyabet Grubunda Indometazin ile Birlikte Kiicik
GTPaz larin Inhibisyonuna Bagli CCh Y anitlarindaki DegisikIliKIer...........ccccccvevevivennnee, 105
6.2.16. insiilin Tedavisi Verilen Diyabet Grubunda indometazin + Kuglik GTPaz inhibitorleri
Varliginda CCh Emax ve pD, Degerlerinin Karsilastirtlmast ..........cccovceeveeiiieniecneenienne 111
6.2.17. Tum Gruplarda indometazin + Kigilk GTPaz inhibitorleri Varliginda CCh Emax ve
PD2 Degerlerinin Karstlastirilmast.........o.veeieeiieiiee e 113
6.2.18. TUm Gruplarda Indometazin’in, Y-27632 Varliginda Elde Edilen CCh Emax ve pD,
DEGENIENINE ELKISI ...ttt 119
6.2.19. Tim Gruplarda Indometazin’in, NSC 23766 Varliginda Elde Edilen CCh Emax ve
PD2 DEGENTENTNE ELKIS ...t 125
6.2.20. Tum Gruplarda Indometazin'in, Y-27632 + NSC 23766 Kombinasyonu Varliginda
Elde Edilen CCh Emax ve pD, Degerlering EtKiSi..........cooveeiiieniiinieeieceee e 131
6.3. Histopatolojik ve Immunhistokimyasal incelemeler ............ccccoveeeeveeiccceeccceeee, 137
6.3.1. 151k MiKroskobik BUIQUIAK ..........ccueiiiiiiiieiieiie e 137
6.3.2. Immunohistokimyasal BUIGUIAT ..............ccovivivereieicieeecicieteeee e 141
6.3.2.1 RhoA Immunreaktivitesinin Degerlendirilmesi.............cccceevvvieeveeicceeeccceee 141
(H&E; X40 VE HEE; X100) ....uveeeeiieeeiieeeiiieeesieee et e e stteeesneeeesseeeesneeeesssneesnsenesnseeesnsnnesnsnnens 143
6.3.2.2 Racl Immunreaktivitesinin DegerlendirilMeSi..........cccceeeeieveeeeeeicceeeceeeee e 144
7. TARTEISM A ettt ettt te e e e bt e sb e beenteeneeereeereeneeanteaneeenes 146
8. SONUC VE ONERILER.........cocoieececeeeeeeeeeeeeeeee et ese et 160
. KAYNAKLAR <ttt sttt sttt et e e s e st e e steeneeeneesseesseenseenee e 162



TABLO LIiSTESI

Tablo 1. Tum gruplarda hayvanlarin viicut agirligi, mesane agirligi ve kan sekeri degerleri. 49
Tablo 2. Gruplararasi RhoA immunreaktivitesinin semikantitatif olarak degerlendirmesi .. 141
Tablo 3. Gruplararasi Racl immunreaktivitesinin semikantitatif olarak degerlendirmesi ... 144



SEKIL LISTESI

SeKil 1. MESANE ANALOMIS ...ecvveeeiiieeeiieeeiieeesiieeesteeeeseeeeseeeesaeeesseeeasseneensaeeessneeeasseeensenens 11
SEKil 2. ISEME FIZYOIOJISI .....vcveeierieieieicteeee ettt 12
Sekil 3. Muskarinik reseptorlerin detrusor kas kasilmasindaki rolleri..........cccevcveevceeennnnns 14
Sekil 4. Duiz kas kasilmasi ve gevsemesinin dUzen|enMESI...........cocvveeeieeerieeeseeeeseeeseeens 17

Sekil 5. Agonistle uyarilan diiz kas kasilmasinin Rho/Rho kinaz yolag: aracili diizenlenmesi

............................................................................................................................................ 18
Sekil 6. DM progresyonunun mesane disfonksiyonunun seyrine etkisi (Temporal hipotez) .. 24
Sekil 7. Kugtk GTPaz aktivitesinin dUzen| @nNMES ..........ccooierieeiieiiie e 33
Sekil 8. Racl aracili sinyal ileti yolaklarimin sematik goruntimui ..........ccceeveerieeenieenieennenne 38
Sekil 9. izole organ preparatlarinin incelenmesinde kullanilan sisteme ait diyagram............ 42
Sekil 10. Tim gruplarda KCI uygulamas: sonrasi mesanede olusan kasilma yanitlari........... 49

Sekil 11. Tiim gruplarda kiimiilatif dozlarda uygulanan CCh (10°-10* M) kasilma yanitlar1 50

Sekil 12. Tim gruplarda CCh EmaxX deger|eri..........ooveeiiiiieiiieiieeeesee e 51
Sekil 13. TUm gruplarda CCh pD2 AEZENENT.......eeieiiiiieie e 51
Sekil 14. Tim gruplarda indometazin yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlari ... 52
Sekil 15. Tim gruplarda indometazin yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri ......... 53
Sekil 16. Tum gruplarda indometazin yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri ............ 53
Sekil 17. Kontrol grubunda Y -27632 yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlari.... 54
Sekil 18. Kontrol grubunda Y -27632 yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri .......... 55
Sekil 19. Kontrol grubunda Y -27632 yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri ............. 55

Sekil 20. Kontrol grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlar1 56
Sekil 21. Kontrol grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri....... 57

Sekil 22. Kontrol grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri......... 57
Sekil 23. Kontrol grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
%% CCN KBSHMAYBNILIAIT ...ttt nnee s 58
Sekil 24. Kontrol grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCN EMAX AEZENTEIT ...ttt be e e 59
Sekil 25. Kontrol grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCN PD2 AEEENTENT ..ttt ettt b e et e ab e e sae e e be e nne e 59

Sekil 26. Kontrol grubunda kictik GTPaz inhibitorleri yoklugunda ve varliginda % CCh
EMEX AEEEITENT ...ttt b et e b e et n e 60



Sekil 27.Kontrol grubunda kiigik GTPaz inhibitérleri yoklugunda ve varliginda CCh pD»

(01551 1 [ PO PP PP PPPRPROT 61
Sekil 28. Diyabet grubunda Y-27632 yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlari.... 62
Sekil 29. Diyabet grubunda Y -27632 yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri .......... 63
Sekil 30. Diyabet grubunda Y -27632 yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri ............. 63
Sekil 31. Diyabet grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlar1 64
Sekil 32. Diyabet grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri...... 65
Sekil 33. Diyabet grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri ......... 65
Sekil 34. Diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
% CCR KBSHMAYBNILIAIT ... naee s 66
Sekil 35. Diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCN EMAX ABEENTEIT ..ttt ettt be e s ne e 67
Sekil 36. Diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCN PD2 AEEENTENT ..ottt b e sb e sae e be e s nne e 68
Sekil 37. Diyabet grubunda kigik GTPaz inhibitorleri yoklugunda ve varliginda % CCh
EMEX AEEEITENT ...ttt bbb e b b ane e 69
Sekil 38. Diyabet grubunda kucik GTPaz inhibitorleri yoklugunda ve varliginda CCh pD,
(0151 4 [ USSP PPTOPRSPPRRUROP 70
Sekil 39. insilin tedavisi verilen diyabet grubunda Y -27632 yoklugunda ve varliginda % CCh
KBSIHMA YBNITIAIT ...ttt b e ne e 71

Sekil 40. insilin tedavisi verilen diyabet grubunda Y-27632 yoklugunda ve varliginda CCh
EMEX AEEEITENT ...ttt b et ab e b e b e 72
Sekil 41. insilin tedavisi verilen diyabet grubunda Y-27632 yoklugunda ve varliginda CCh
(81D 0 S s (< g [ o TP UR PR 72
Sekil 42. Inslilin tedavisi verilen diyabet grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda %
CCN KBSHMAYANEIAIT ...ttt be e e 73
Sekil 43. insilin tedavisi verilen diyabet grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh
EMEX AEEEITENT ...ttt ab e be e b ne e 74
Sekil 44. insilin tedavisi verilen diyabet grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh
(81D 0 S s(< g [ o PR PSPPI 74
Sekil 45. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu
yoklugunda ve varliginda % CCh kasima yanitlart..........cccooceeiiiiiiiiienieeeeeeee e 75

Vi



Sekil 46. Instilin tedavisi verilen diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu

yoklugunda ve varliginda CCh Emax deSerleri ........cuevviiiiiiiiienieee e 76
Sekil 47. Insilin tedavisi verilen diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu
yoklugunda ve varliginda CCh pD2 AESENENT .....cc.eeiieeiiiiiecee s 77
Sekil 48. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda kiiglik GTPaz inhibitdrleri yoklugunda ve
varhiginda % CCh EmMaX deZErTENT.......coouiiiieiiiie et 78
Sekil 49. insilin tedavisi verilen diyabet grubunda kiiglik GTPaz inhibitdrleri yoklugunda ve
VarhiZINAa PD2 AEEEITENT ... e 79
Sekil 50. Tim gruplarda Y-27632 yoklugunda ve varliginda % CCh Emax degerleri........... 80
Sekil 51. Tum gruplarda Y -27632 yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri.................. 81
Sekil 52. Tim gruplarda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda % CCh Emax degerleri ...... 82
Sekil 53. Tum gruplarda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri ............. 83
Sekil 54. Tum gruplarda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda %
CCN EMAX ABEENTEIT ..ttt ettt n e s ne e 84
Sekil 55. Tum gruplarda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCN PD2 AEEENTENT ...ttt ettt e sb e e sae e e be e e nne e 85
Sekil 56. Kontrol grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
% CCN KBSHMAYBNILIAIT ...t nnee s 86
Sekil 57. Kontrol grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCN EMAX ABEENTEIT ...ttt ettt ettt et be e ne e 87
Sekil 58. Kontrol grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCN PD2 AEEENTENT ...ttt ettt e et e e sae e e b e s ne e 87

Sekil 59. Kontrol grubunda, indometazin + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve
varliginda % CCh Kasiima Yanitlari..........coceeiiiiiiiiec s 88
Sekil 60. Kontrol grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve
VarhiZinda EMaX 0EGEITENT .....couiiiie e 89
Sekil 61. Kontrol grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve
VarhiZINAa PD2 AEEEITENT ... e 90
Sekil 62. Kontrol grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda
ve varliginda % CCh Kasima yanitlart............c.eeveeiiiiiieee s 91
Sekil 63. Kontrol grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda
ve varliginda EmMaX deZErleri .......c.ooiuioiee s 92

Vii



Sekil 64. Kontrol grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda
ve varliginda CCh PD2 DEGEITENT .....oueiiie e 93
Sekil 65. Kontrol grubunda indometazin + kiclik GTPaz inhibitorleri yoklugunda ve
varhiginda % CCh EMaX deZEITENT........ocui i 9
Sekil 66. Kontrol grubunda indometazin + kiglik GTPaz inhibitorleri yoklugunda ve
Varhiginda CCh PD2 GEEENTENT ..o 95
Sekil 67. Diyabet grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
% CCR KBSHMAYBNILIAIT ...t 96
Sekil 68. Diyabet grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCN EMAX ABEENTEIT ..ottt ettt e b e s nne e 97
Sekil 69. Diyabet grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCN PD2 AEEENTENT ...ttt ettt nb e e nae e e be e s ane e 98
Sekil 70. Diyabet grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve
varliginda % CCh Kasima Yanitlari..........coceeiioiiiiie s 99
Sekil 71. Diyabet grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve

varhiginda CCh EMaX AEGENEN T ......coiueiiiieiiieciee et 100
Sekil 72. Diyabet grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve
vVarhiginda CCh PD2 GEGENTENT .....c..veiiie e 100
Sekil 73. Diyabet grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda
ve varliginda % CCh Kasima yanitlari ..........ccceeoeeiiiiiieiiees e 101
Sekil 74. Diyabet grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda
ve varliginda CCh EmMax deSENTENT .......ouuiiiieie e 102
Sekil 75. Diyabet grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda
ve varliginda CCh PD2 JEZEITENT .....oueiiie e 102

Sekil 76. Diyabet grubunda indometazin + kicuk GTPaz inhibitorleri yoklugunda ve
varhiginda % CCh EmaX deZErlEri........cc.uiiiiiiiiiie e 103
Sekil 77. Diyabet grubunda indometazin + kicuk GTPaz inhibitorleri yoklugunda ve
Varhiginda CCh PD2 GEGENTENT .....c.eeeiieiie e 104
Sekil 78. Insilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu
yoklugunda ve varliginda % CCh kasiima yanitlart...........cccooeeiiiiiienicneeeeeee e 105
Sekil 79. Insilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu
yoklugunda ve varliginda CCh Emax deSerleri ........coovevieeiiieiieceereeee e 106

viii



Sekil 80. Insilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu
yoklugunda ve varliginda CCh pD2 AeSEXTENT ........eoviiiiiiieeer e 106
Sekil 81. insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu
yoklugunda ve varliginda % CCh kasiima yanitlart ... 107
Sekil 82. insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu

yoklugunda ve varliginda CCh Emax deSerleri ........coovevieiiiieiicceee e 108
Sekil 83. insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu
yoklugunda ve varliginda CCh pD2 AeSENENT ........eoiiiiiiiiieee e 108
Sekil 84. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766
kombinasyonu yoklugunda ve varliginda % CCh kasiima yanitlar: ...........ccccoeecevevceeennnnns 109
Sekil 85. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766
kombinasyonu yoklugunda ve varliginda CCh Emax deger|eri.......ccooovvvverieinieiieenieeniennn 110
Sekil 86. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766
kombinasyonu yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri........cccoooveieeiiiinieiiiesieeee 110

Sekil 87. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + kiicik GTPaz inhibitorleri
yoklugunda ve varliginda % CCh Emax degerleri.........cooeeiiieiiiiiienecee e 111
Sekil 88. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + kiicilk GTPaz inhibitorleri
yoklugunda ve varliginda CCh pD2 AESEXTENT ........ooiiiiiiiiieeee e 112
Sekil 89. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 kombinasyonu varliginda % CCh Emax

(01 4 [ TSP P PSPPI 115
Sekil 92. Tum gruplarda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu varliginda CCh pD,
(0150 = o S STS 116
Sekil 93. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu varliginda %
CCN EMAX ABEENTEIT ..ottt ettt snn e nnee s 117
Sekil 94. Tum gruplarda indometazin+ Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu varliginda CCh
PD2 GEESEITENT ...ttt ettt b et e bt e e b nn e nnee s 118
Sekil 95. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 (0.1 uM) kombinasyonu varliginda % CCh
EMEX AEEEITENT ...ttt s b et e b san e naee s 119



Sekil 96. TUm gruplarda indometazin + Y-27632 (0.1 uM) kombinasyonu varliginda CCh

81D 6 S s(< g [ o PSP PURURRRUPOIS 120
Sekil 97. TUm gruplarda indometazin + Y-27632 (1 uM) kombinasyonu varliginda % CCh
EMEX AEEEITENT ...ttt s b et e et s an e nnee s 121
Sekil 98. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 (1 uM) kombinasyonu varliginda CCh pD»
(01 4 [ SRR P PSPPI 122
Sekil 99. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 (10 uM) kombinasyonu varliginda % CCh
EMEX GEEEITENT ...ttt e et e b san e nnee s 123
Sekil 100. TUm gruplarda indometazin + Y-27632 (10 uM) kombinasyonu varliginda CCh
81D e S s (< g [ o PSP P PO PURORRUPOI 124
Sekil 101. Tum gruplarda indometazin + NSC 23766 (0.1 uM) kombinasyonu varliginda %
CCN EMAX ABEENTEIT ..ottt sttt n e e b nn e nnee s 125
Sekil 102. Tum gruplardaindometazin + NSC 23766 (0.1 uM) kombinasyonu varliginda CCh
PD2 GEESEITENT ...ttt b et b e be et snn e nnee s 126
Sekil 103. Tum gruplarda indometazin + NSC 23766 (1 uM) kombinasyonu varliginda %
CCN EMAX ABEENTEIT ..ottt b et e b b nnee s 127
Sekil 104. Tum gruplarda indometazin + NSC 23766 (1 uM) kombinasyonu varliginda CCh
PD2 GEEEITENT ...ttt ettt b ettt e b e et e e b enn e nnee s 128
Sekil 105. Tum gruplarda indometazin + NSC 23766 (10 uM) kombinasyonu varliginda %
CCN EMAX ABEENTEIT ...ttt ettt e b snn e nnee s 129
Sekil 106. Tum gruplarda indometazin + NSC 23766 (10 uM) kombinasyonu varliginda CCh
PD2 GEEEITENT ...ttt ettt e bt b e e b e be e b e ann e nnee s 130
Sekil 107. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1 uM) kombinasyonu
varhiginda % CCh EmaX deZerlEri........cc.uo i 131
Sekil 108. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1 uM) kombinasyonu
vVarhiginda CCh PD2 GEEENTENT .....c.eiiiee e 132
Sekil 109. TUm gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (1 puM) kombinasyonu
varhiginda % CCh EmaX deZerlEri........cc.uo i 133
Sekil 110. TUm gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (1 puM) kombinasyonu
vVarhiginda CCh PD2 GEEENTENT .....c.eiiiee e 134
Sekil 111. Tim gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (10 uM) kombinasyonu
varhiginda % CCh EmaX deZerlEri........cc.ui i 135



Sekil 112. Tim gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (10 uM) kombinasyonu
varhiginda CCh PD2 GEEENTENT .....c..viiiii e 136

Xi



RESIM LISTESI

Resim 1. izole organ preparatlarinin incelenmesinde kullanilan sistem..........cccccceveeveveneeee. 43
Resim 2. Kontrol grubunda mesane duvarinin tam kat histolojik goruntmu....................... 137
Resim 3. Diyabet grubunda mesane duvarinin tam kat histolojik gorinima....................... 139
Resim 4. Diyabet grubunda mesane duvarinin histolojik goranimii.............ccoceeveenieennnnn. 139

Resim 5. Insllin tedavisi verilen diyabet grubunda mesane duvarinin tam kat histolojik
0 0] 1 1 [ PP 140

Resim 6. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda mesane duvarinin histolojik géruniimi 140

Resim 7. Kontrol grubunda immunohistokimyasal incelemede RhoA ekspresyonu............ 142
Resim 8. Diyabet grubunda immunohistokimyasal incelemede RhoA ekspresyonu ........... 142
Resim 9. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda immunohistokimyasal incelemede RhoA
LS S 01 0= 0] U USSP PSPPI 143
Resim 10. Kontrol grubunda immunohistokimyasal incelemede Racl ekspresyonu........... 144
Resim 11. Diyabet grubunda immunohistokimyasal incelemede Racl ekspresyonu........... 145

Resim 12. insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda immunohistokimyasal incelemede Racl

Xii



KISALTMA LIiSTESI

ACh
BKca
CaM
CCh
CICR

COX
DM
EDIC

EFS
ENaC
GAP
GDI
GEF
GS

IP3
INK
KO

KS
L-NOARG
LPA
MAPK
mDia
MLC
MLCK
MLCP
MLK2/3
MYPT1
NF«B
NGF

Asetilkolin

Y tiksek Konduiktansli Kalsiyum ile Aktive Edilen Potasyum Kanal:
Kamodulin

Karbakol

Kalsiyum Aracili Kalsiyum Salinimi (calcium-induced calcium release)
Kanallari
Siklooksijenaz
Diyabetes Mellitus
Diyabet Komplikasyonlart Epidemiyolojisi Calismas: (Epidemiology of
Diabetes Interventions and Complications)

Elektriksel Alan Stimilasyonu

Amilorid- ve Mekanosensitif-Epitelyal Na" Kanallar

GTPaz Aktive Eden Protein

Guanin Nikleotid Ayirict Inhibitora

Guanin Nukleotid Degisim Faktorl

Guanilat Siklaz

Inositoltrifosfat

Janus kinaz, c-Jun N-terminal kinaz

knock out (geni silinmis)

Kan Sekeri

L-NG-nitroarginin

Lisofosfatidik asit

Mitojen Ile Aktive Edilen Protein Kinaz

Memeli Diaphanous Protein

Myozin Hafif Zincir

Myozin Hafif Zincir Kinaz

Myozin Hafif Zincir Fosfataz

‘Mixed Lineage’ Kinaz 2/3

Myozin Fosfataz Hedef Alt Unitesi 1

Nukleer Faktor kappaB

Sinir Blylume Faktor

Xiii



NO
NSAIl
PAK
PARP
PDGF
PG

Pl
PI3K
PIP5-kinaz
PKB
PKC
PKN
ROCK
ROS
SR
STZ
TRP
uccC
VEGF

Nitrik Oksid

Non-Steroid Anti-inflamatuvar ilag
p21-ile Aktive Edilen Kinaz
Poli(ADP-riboz) Polimeraz

Platelet Kokenli Buylime Faktor
Prostaglandin

Fosfatidilinositol
Fosfoinositid-3-Kinaz
Fosfatidilinositol 4-fosfat 5-kinaz
Protein Kinaz B

Protein Kinaz C

Protein Kinaz N

Rho Ileliskili Protein Kinaz

Reaktif Oksijen Uriinleri
Sarkoplazmik Retikulum
Streptozotosin

‘Transient receptor potential’ kanallar
Urotelyal Hiicreli Karsinom
Vaskiler Endotelyal Biiytime Faktori

Xiv



ONSOz

Asistanlik egitimim siresince bana her konuda destek olan damsmamm Prof. Dr. Sedef
Gidener’'e,

Asistanligim sliresince bilgi ve deneyimleri ile egitimime buylk katki saglayan, 6grencisi
olmaktan mutluluk ve gurur duydugum Dog. Dr. Nergiz Murat’ a,

Tezimin planlama, yapim ve degerlendirme asamalarinda katkilarindan dolay: tez
damsmamm Dog. Dr. Mukaddes Gumitistekin Guineli’ ye,

Egitimimdeki katkilarindan dolay: bolumimiiz 6gretim Uyelerine,

Asistanlik egitimim boyunca birlikte calismaktan keyif aldigim asistan arkadaslarima ve
bolum calisanlarina,

Hayatim boyunca hep yanmmda olan aileme

TESEKKUR EDERIM.

XV



1. TURKCE OZET
Diyabetik Sicanlarda M esane Fonksiyonlarinda K tigiik GTPaz larin Rolu

Dr. Atiye Sinem Evcim
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal1
35340 Balgovalizmir

snmevc@gmail.com

Amag: Diyabetik hayvan modellerinde diyabete bagli degisikliklerde, endotel
disfonksiyonunun yanisira diiz kas kasilmasi ya da dizenleyici birtakim proteinlerde
anormallikler oldugu goOsterilmistir. Bu calismada diz kas kasimast ve drote
fonksiyonlarindaki rolleri nedeniyle, kigik GTPaz' lar RhoA ve Racl’in diyabetik mesane

disfonksiyonundaki rollerinin arastirilmast amaclanmustir.

Gerec ve YOntem: Streptozotosin (STZ) ile indUklenen diyabetik sican modelinde kontrol,
diyabet ve insilin tedavisi verilen diyabet gruplari olmak lzere 3 grup olusturuldu. STZ
enjeksiyonundan 8-10 hafta sonra mesane detrusor kasi stripleri organ banyosuna asildi. Rho
kinaz inhibitori Y-27632 (0.1, 1 ve 10 uM) velveya Racl inhibitori NSC 23766 (0.1, 1 ve 10
uM) yoklugunda ve varliginda karbakol (CCh) (10°-10* M) doz-yanit egrileri elde edildi.
Urotelyumdan salinan prostaglandinlerin etkilerini degerlendirmek icin indometazin (5x10°”
M) varliginda deneyler tekrarlandi. Parafine gomili mesane boyun kismi kesitlerinde
diyabete bagli histopatolojik degisikliklerin olup olmadigi hematoksilen eozin boyama ile,
RhoA ve Racl ekspresyonlarindaki degisiklikler immunhistokimyasal boyama ile
degerlendirildi.

Bulgular: CCh bitiin deney gruplarinda doza bagimli kasilma yanitlar: olusturdu. Diyabet ve
insllin tedavisi verilen diyabet gruplarindaki CCh yanitlari, kontrol grubundan daha fazlaydi.
Rho kinaz inhibitora Y-27632 varliginda, CCh kasilma yanitlar1 doza bagimli olarak anlamli
derecede azaldi. Diyabet grubundaki azalma kontrol grubundakine gore daha fazla idi, ancak
anlamlilik sadece 0.1 UM Y -27632 varlhiginda gozlendi. Inslilin tedavisi, diyabetik grupta Y-
27632’ nin yaptig1 inhibisyonu diizeltemedi. Y Uksek doz Y-27632 (10 puM) varliginda insiilin
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tedavisi verilen diyabet grubundaki CCh kasilma yanitlari, kontrol ve diyabet gruplarindan

dahafazlaidi, ancak sadece kontrol grubu ile anlamli fark bulundu.

Racl inhibitéri NSC 23766 varliginda tim gruplarda CCh kasilma yanitlart anlaml1 derecede
azaldi, ancak etki doza bagimli degildi. Diyabetik ve insllin tedavisi verilen diyabetik
gruplardaki inhibisyon, kontrol grubundan daha fazla idi. Diyabet grubunda 0.1 pM NSC
23766 varhiginda ve insilin tedavisi verilen diyabet grubunda 0.1 ve 10 uM NSC 23766
varliginda gorulen inhibitdr etkinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak daha fazla oldugu

bulundu.

Ekimolar konsantrasyonlarda kombine edilen Y-27632 ve NSC 23766 varliginda, CCh
kasiilma yanitlar1 doza bagimli olarak anlamli derecede azaldi, diyabet grubundaki azalma
kontrol grubundakine gore daha fazlaidi. Ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun
CCh kasilma yanitlarinda olusturdugu inhibitor etki degerlendirildiginde, diyabet grubunda 1
ve 10 pM konsantrasyonlarda, insilin tedavisi verilen diyabet grubunda ise tim
konsantrasyonlarda gruplar arasinda anlamlihik goruldi. Insilin tedavisi verilen diyabet
grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu varliginda, CCh kasilma yanitlarinda anlaml1
bir diizelme goralmedi.

Indometazin, tim gruplarda CCh kasiima yanitlarim inhibe etti, ancak gruplar arasinda
inhibisyonlar arasinda anlaml: fark bulunmad:. Indometazin, kiiglik GTPaz' larin inhibisyonu

ile olusan etkileri potansiyalize etmedi.

Hematoksilen eozin ile boyanan mesane dokularimin 1sik mikroskobu ile incelenmesinde,
diyabet ve insilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda mesane duvar kalinliklarimin kontrole
gore artmis oldugu gozlendi. Immunhistokimyasal boyamada, RhoA ekspresyonlarinda
gruplar arasinda anlaml1 fark gozlenmedi. Ancak Racl ekspresyonlarinin, diyabet ve insilin
tedavisi verilen diyabet gruplarinda, kontrol grubuna gore tim tabakalarda arttigi gozlendi.
Diyabet grubunda lamina propria ve tunika muskularis tabakalarindaki Racl ekspresyonlari,
instilin tedavisi verilen diyabet grubuna gore anlaml1 olarak artti.



Sonug: Diyabet grubundaki CCh yanitlarinin, Y-27632 velveya NSC 23766 varliginda,
kontrol grubuna gore daha fazla inhibe olmasi, diyabete bagli mesane disfonksiyonunda
kiglk GTPaz'larin  roli  olabilecegini  distndirmektedir.  Immunhistokimyasal
degerlendirmede diyabet ve insiilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda Racl ekspresyonlari
artarken, RhoA ekspresyonlarinda degisiklik gorulmemesi; Racl’e bagl: etkilerin ekspresyon
artis1 nedeni ile olabilecegini distundirirken, RhoA’ya bagli etkilerin ekspresyondan ziyade
aktivite artisina bagli olabilecegini distindirdi. insilin tedavisi verilen diyabet grubunda,
kicuk GTPazlarin inhibisyonuna bagli etkilerin diizelmedigi gdzlendi. Bu sonuglar diyabetik
mesane komplikasyonlarinin dizeltilebilmesi icin insuline ek olarak yeni tedavilere ihtiyag
oldugunu gostermektedir. Bu noktada kiicik GTPaz lar1 hedef alan tedavilerin umut verici
oldugu ve dahaileri calismalara gerek oldugu distunilmektedir.

Anahtar Kelimeler: diyabetes mellitus, mesane, sican, kiigik GTPaz, RhoA, Racl, insillin



2. INGILIZCE OZET (ABSTRACT)
The Roles of Small GTPases on Urinary Bladder of Diabetic Rats

Dr. Atiye Sinem Evcim

Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Department of Pharmacology
35340 Balcova/lzmir

snmevc@gmail.com

Objective: In addition to endothelial dysfunction, smooth muscle contraction or regulatory
protein abnormalities have been shown to induce diabetes-related changes in diabetic animal
models. The aim of this study was to investigate the roles of small GTPases RhoA and Racl
on diabetic bladder dysfunction because of their role in the contraction of smooth muscle and

urothelial function.

Materials and Methods: In streptozotocin (STZ)-induced diabetic rat model, control,
diabetic, and insulin-treated diabetic groups were performed. Urinary bladder detrusor muscle
strips were suspended in organ baths at the end of 8-10 weeks after STZ injection. In either
the absence or presence of Rho kinase inhibitor Y-27632 (0.1, 1 and 10 uM) and/or Racl
inhibitor NSC 23766 (0.1, 1 and 10 pM), carbachol (CCh) (10°-10* M) dose-response curves
were obtained. Experiments were repeated in the presence of indomethacin (5x107 M) for
evaluation effects of prostaglandins which are released from urothelium. Paraffin-embedded
sections of the urinary bladder neck whether diabetes-related histological changes and RhoA
and Racl expressions were evaluated by hematoxylin eosin staining and

immunohistochemical staining respectively.

Results: CCh produced dose-dependent contractile responses in all experimental groups. In
diabetic and insulin-treated diabetic groups, contractile responses to CCh were higher than
those of the control group. Y-27632 dose-dependently inhibited the contractions induced by
CCh. Inhibition in diabetic group was significantly greater than those of the control group.
Insulin therapy didn’t improve the inhibitory effects of Y-27632. In the presence of high dose
Y-27632 (10 uM), CCh-induced bladder contractions were higher in insulin-treated diabetic
group compared to control and diabetic groups, but the significant difference was observed

only compared to control group.
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In the presence of Racl inhibitor NSC 23766, CCh-induced contractions were decreased
significantly in all groups, but the effects of NSC 23766 were dose-independently. The
inhibitory effects of NSC 23766 in diabetic and insulin-treated diabetic group were higher
than those of the control group. When compared to control group the significantly differences
were observed in the presence of 0.1 uM NSC 23766 in diabetic group and in the presence of
0.1 ve 10 pM NSC 23766 in insulin-treated diabetic group.

Combined with equimolar concentrations of Y-27632 and NSC 23766, CCh-induced
contractions significantly were decreased, reduction in diabetic group was significantly
greater than those of the control group. The difference among groups in terms of significance
was observed in diabetic group a concentrations of 1 ve 10 uM and in insulin group at all
concentrations. In presence of the combination of Y-27632 + NSC 23766, there wasn't

significant improvement in responses to CCh in insulin-treated diabetic group.

Indomethacin significantly inhibited CCh-induced contractions in all groups, but there were
not any significant differences among groups. Indomethacin didn't potentiate the inhibitory
effects of the small GTPases.

In hematoxylin eosin staining, bladder wall thickness was increased in diabetic and insulin-
treated diabetic groups compared to control group. Also there were no differences in RhoA
immunreactivity among groups. The immunohistochemical expressions of Racl were
increased in all strata of urinary bladder in diabetic and insulin-treated diabetic groups
compared to control group and there was statistically significant increase in lamina propria
and tunica muscularis in diabetic group compared to insulin-treated diabetic group.

Conclusion: In the presence of Y-27632 and/or NSC 23766, the inhibition of CCh-induced
contractions in diabetic and insulin-treated diabetic group were higher than those of the
control group. Therefore small GTPases may play a role on bladder dysfunction in diabetes.
RhoA mediated effects may be due to increased activity, rather than expression. Increased
Racl expressions were found in diabetic and insulin-treated diabetic groups, Racl mediated
effects may be due to its increased expression. Insulin therapy didn’t improve sufficiently the
inhibitory effects of small GTPases in diabetic rats. These results suggest that need an



additional treatment to insulin in the diabetic complications of urinary bladder. At this point
further studies are needed for promising therapies that target the small GTPases RhoA and
Racl on diabetic bladder dysfunction in diabetes.

Keywords:. diabetes mellitus, urinary bladder, rat, small GTPase, RhoA, Racl, insulin



3. GiRIS VE AMAC

Diyabetes mellitus (DM) tim dinyada en sik rastlanan endokrin hastaliktir. Diyabetik
hastalarin %80’ inde, hayat: tehdit etmeyen ancak yasam kalitesini bozan diyabetik iseme

disfonksiyonu gortlmektedir (1). Buna ragmen bu hastaligin gelisim sireci ve Urolojik
komplikasyonlarin baslangici ile ilgili bilgiler simirlidhir. Bu bilgi yetersizligi, diyabetik iseme
disfonksiyonlu hastalarda yeni ve etkili korunma ve/veya tedavi segeneklerinin gelisimini
kisitlamaktadir (2).

Diyabetik hastalarda, mesane disfonksiyonu patofizyolojisi multifaktoriyeldir. Hastalarda
noronal disfonksiyon, diiz kas disfonksiyonu ve Urotelyumdan kaynaklanan genis spektrumda
belirti ve bulgular goérdlir (3). Hayvan ve insan calismalarina dayanarak, ‘diyabete bagli
mesane disfonksiyonu temporal (zamana bagimli) teorisi’ 6ne strilmistir (3). Diyabetin
erken donemlerinde hiperglisemi, myojenik ve nérojenik degisikliklere ayrica indukledigi
politri araciligiyla da kompensatuvar mesane hipertrofisine neden olur. Erken dénemde
hastalar, depolama problemlerinden (sikisma veya sikisma tipi idrar kagirma) yakinir;
Urodinamik degerlendirme hiperaktif mesane bulgular: ile uyumludur. Ge¢ dénemde ise
uzamis hiperglisemi sirasinda oksidatif stres drtnlerinin birikimi, mesane dokusu ve
fonksiyonunda dekompanzasyona yol acar. Bu donemde hastalar iseme problemleri ile
birlikte diyabetik sistopatinin (hipokontraktil detrusor veya atonik mesane) klasik klinik
belirti ve bulgularim gosterir (3).

Mesane kasilmasi, fizyolojik olarak isemede rol oynar ve baslica muskarinik reseptorler
tarafindan kontrol edilir (4). Mesanede M, reseptérleri, M3 reseptérlerinden daha fazla
eksprese olmakla birlikte; muskarinik reseptdr agonistlerine verilen kasilma yaniti, bittintyle
olmasa da baslica M3 reseptorleri aracihigiyla gergeklestirilir. Insan mesanesinde M3 aracili
kasilma yanitlarinin, L-tipi kalsiyum kanallarindan kalsiyumun hticre icine girisi ve Rho kinaz
(ROCK) aktivasyonu yoluyla oldugu bildirilmektedir (5). DUz kas htcrelerinin, hicre igi
submaksimal Ca®* varhginda kasilma yanitlarimi devam ettirebilme yetenegi ‘kalsiyum
sensitizasyonu’ olarak bilinir (6-9). Kalsiyum sensitizasyonunda anahtar roll, myozin hafif
zincir (MLC) fosforilasyonunun oynadigi (10) bilinmekle birlikte; son yillarda G protein
aracili mekanizma ile myozin hafif zincir fosfataz (MLCP) inhibisyonu yapan Rho kinaz
enziminin maor rol oynadigi kanitlanmigtir (11). Diyabette detrusor kasin muskarinik



agonistlere yanitimin artmasi; muskarinik reseptor dansitesindeki artisa (12) ya da diz kasin

kalsiyuma duyarliliginin artmis (13) olmasina baglanmaktadr.

RhoA ve Racl, Rho familyasina ait olan kiguk GTPaz lardir. Aktin hicre iskeletinin
organizasyonunda, hiicre-hticre iliskisi, hiicre motilitesi, sitokinezis, santral sinir sisteminde
ndronlarin gelisimi, diz kas kasilmasi, sekresyon, endositoz ve apoptoziste rol oynarlar (14,
15). Rho’larin ana efektor molekiltu bir serin-treonin kinaz olan Rho kinaz dir (11). Son
yillarda Racl’in, aktin hiicre iskeletinin yeniden dizenlenmesi, hiicre farklilasmas;, DNA
sentezinin indiksiyonu, stiperoksit tretimi ve hticre gocu gibi ¢ok c¢esitli hiicresel olaylarda
temel rol Gstlendigi gosterilmistir. Racl’in, NADPH oksidaz enziminin bir subtniti olarak
reaktif oksijen runlerinin (ROS) olusumunu arttirdig ve artrmis hiicre igi serbest radikallere
bagli olarak apoptozis gibi pek ¢ok hiicresel olayda rol oynadigi gosterilmistir (16). Ayrica
kicik GTPaz lar Racl ve RhoA’ nin pek ¢ok fizyolojik ve patolojik olayda bir denge icinde
aktivite gosterdikleri ve birbirlerinin etkilerini modile ettikleri bilinmektedir. Diyabetik
hayvanlarin mesane dis1 ¢esitli dokularinda Rho/Rho kinaz sinyalinin arttigi bilinmektedir
(11). RhoA’'nin efektor molekilt olan Rho kinazin (17) ve Racl'in efektor molekilt olan
p2l-ile aktive edilen kinaz (Pakl) (18) ekspresyonlarimin diyabetik hayvanlarin mesane
dokusunda arttigini bildiren az sayida calisma olmakla birlikte, diyabetik sican mesanesinde
kicuk GTPaz lar RhoA ve Racl ekspresyonunu inceleyen arastirmaya rastlanmamustir.

Diyabetik hastalarda gosterilen yararli etkilerine benzer sekilde insillin tedavisinin diyabetik
hayvan modellerinde de diyabete bagli komplikasyonlari geciktirdigi ya da onledigi
bildirilmektedir. insilin tedavisinin gerek diyabetik hastalarda gerekse diyabetik hayvan
modellerinde, diyabete bagli mesane disfonksiyonu Uzerindeki etkilerine dair cok az
calismaya rastlanmustir. Diyabetik farelerde, uzun sireli insllin tedavisinin  mesane
fonksiyonlarindaki degisikliklerin gogunu (mesane kapasitesi ve kompliyansinda artma, idrar
volumi ve rezidii volimde artma gibi) geriye dondurdigl bildirilmistir (19). Insilin
tedavisinin iskelet kaslarinda ROCK1 aktivitesini arttirdigi ve ROCKY1'i hedefleyen tedavi
modalitelerinin obezite ve tip 11 diyabet tedavisinde yeni yaklasimlar olabilecegi bildirilmistir
(20). Dustk doz insilin inflizyonunun antiinflamatuvar, antiaterosklerotik ve ROS' ni azaltici

etkisi oldugu ve bunlar1 da olasilikla hipoglisemik etkileri aracili olusturdugu bildirilmektedir



(20). Ancak diyabete bagli mesane disfonksiyonunda insilin tedavisinin Rho/Rho kinaz
yolagini velveya Racl yolaginin nasil etkiledigine dair bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Urotelyal ve subiirotelyal interstisyel hiicreler, muskarinik reseptorleri de igeren gesitli
reseptorleri  eksprese ederler; distansiyon ve reseptor aktivasyonuna yamt olarak
ndrotransmitter salimminda rol alirlar (21). Fizyolojik kosullarda Urotelyumdan salinan
salinan prostaglandinlerin (PGF,, ve PGE;) hem duz kas Uzerine direkt etkileri hem de
duyusal sinirler Uzerindeki lokal etkileriyle mesane fonksiyonlarini etkiledikleri (22) ancak
diyabet gibi patolojik kosullarda sentezlerinin  artmasina bagli olarak mesanede
hiperaktiviteye ve diz kas kasiimasinda spazma neden olduklar: bildirilmektedir (23, 24).
Ayrica asirt aktif mesane tedavisinde PG sentezini inhibe eden nonsteroid antiinflamatuvar
ilaglarin  (NSAII) bu kasiimalar: inhibe edici etkisinden faydamlmaktadir (25). PG
reseptorlerinden EP3'Un, Gi proteini ile kenetli oldugu ve ayni zamanda kigik G proteini
RhoA araciligiyla cAMP olusumunu inhibe ettigi bildirilmektedir (26). PGE,' nin indikledigi
asir aktif mesane ve mesane ¢ikim obstriksiyonlarinda, EP1 reseptorlerinin rolt oldugu pek
cok calismada bildirilmistir (27, 28). Omurilik hasarinda ibuprofen gibi NSAII’larin, Rho
kinaz aktivitesini baskilayarak tedavi edici etki gosterdigi deneysel calismalarda gosterilmistir
(29, 30). Ayrica Rho kinaz inhibitori fasudilin sicanlarda omurilik hasarimin tedavisinde etkili
oldugu da gosterilmistir (31) Ayrica PG’lerin, kiicik GTPaz' larla iliskisi baska patolojilerde
arastirilmis olmasina ragmen, diyabetik mesanede ¢aligilmadigi gérdlmastar.

Diyabetik hastalarin  buylk bir ¢ogunlugunda gorulmesine karsin, diyabetik iseme
disfonksiyonunun gelisim siireci ve komplikasyonlar: ile ilgili bilgiler ve etkili korunma
velveya tedavi secenekleri sinirlidir. Bu projenin amaci; 1) Diyabete bagli mesane
disfonksiyonunun gelisiminde kiigik GTPaz’ larin rolini arastirmak, 2) Mesane kasilmasinda
PG’lerin roli olmasi nedeniyle diyabete bagli mesane disfonksiyonunda PG’ler ile kiguk
GTPaz lar arasindaki iliskiyi arastirmak, 3) Diyabete bagli mesane disfonksiyonunda insilin
tedavisinin etkisini ve kigik GTPaz inhibitorleri ile iligskisini arastirmak, 4) Diyabetik
mesanede RhoA ve Racl ekspresyonlarimin derecelerini arastirmak, 5) Rho kinaz veya Racl
inhibitord varliginda organ banyosunda mesane diiz kas kasilmasinda gorilen fonksiyonel
degisikliklerin RhoA ve Racl ekspresyonlari ile arasindaki korelasyonu arastirmak, 6) Bu
verilerle diyabete bagli histolojik degisiklikler arasinda bir korelasyon olup olmadigini



saptamaktir. Buradan elde edilecek bilgiler 1s1ginda, bu siirecleri etkileyebilecek tedavi veya
korunma amagcli yeni hedef molekdiller belirlenebilecektir.
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4. GENEL BILGILER

4.1. Mesane

4.1.a. Mesane Anatomisi

Mesane i¢ yuzi mukoza ile doseli, dis ylzl kismen seroza, kismen de fasya ile ortult diz
kastan olusan ici bos bir organdir. Mesane kapasitesi insanda yaklasik 500 ml’dir. Mesane,
gbvde ve taban olmak Uzere iki ana bolime ayrilabilir. Mesane gévdesi Ureteral orifislerin
Uzerinde yer alir ve idrarin toplandig1 temel bélimdir. Mesane tabani trigon, Ureterovezikal
bileske, derin detrusor ve mesane 6n duvarindan olusur. Trigon, mesanenin arka duvarinda
yer alan kiglk tcgen seklindeki bolgedir (Sekil 1). Mesanenin diiz kas hiicrelerinden olusan
muskiler duvar: detrusor kas adint alir (4).

4.1.b. Mesane Histolojis

Mesane icten disa dogru mukoza, tunika muskularis ve adventisya tabakalarindan olusur.
Mukoza degisici epitel (Urotel) ve lamina propriay icerir (Sekil 1). Lamina propria, elastik
fibrilden zengin gevsek bag dokusudur. Tunika muskulariste dista ve icte uzunlamasina,

ortada dairesel olarak rastgele yerlesmis diz kas fibrilleri bulunur. Adventisya, fibroelastik
dokudur (32, 33).

Dietrusor kas
Urnngzal snfiles

Trigmn .
|+ Nfukoea
Alesame boym
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{0z enstal diyafiam
iginde)

=

Sekil 1. Mesane anatomisi
(34 nolu kaynaktan alinmustir.)
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4.1.c. iseme Fizyolojis

Mesanenin idrar depolama ve bosaltma olmak Uzere iki 6nemli gorevi vardir. Mesane

fonksiyonu, duyusal mekanizmalar, santral sinir sistemi ve efferent yollardan olusan

kompleks bir ag tarafindan diizenlenir. Efferent yollardan parasempatik sinir sistemi (pelvik

sinirler), mesane detrusor kasinin kasilmasim uyararak isemeyi; sempatik sinir sistemi

(hipogastrik sinir) ve somatik sinir sistemi (pudental ve sakral sinirler) ise detrusor kasinin

gevsemesini ve mesane boynu ve Uretranin kasilmasini uyararak idrarin depolanmasini saglar

(Sekil 2). Parasempatik sinirlerin, detrusor kasin kasilmasi Uzerine etkisi, blylk oranda M3

muskarinik asetilkolin reseptorleri ile olurken, sempatik sinirlerin detrusor kastaki gevsemeyi

uyarmasi baslica Bz adrenoreseptérleri ile olur (4, 35).

Mesans
hasinc

Sekil 2. Iseme fizyolojisi
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12



Mesanenin kasiimasi, baslica muskarinik reseptor aktivasyonu ile olur. Detrusor kasta gesitli
turlerde, bes muskarinik reseptor alt tipinin (M1-Ms) de eksprese oldugu bilinmektedir (36,
37). Mansfield ve ark. (2005), insan detrusor kasinda bulunan muskarinik reseptérlerin %70
M2, %20 M3 ve %10 M; alt tipinde oldugunu gostermislerdir (38). Farmakolojik calismalar
sonucunda mesanenin agonist aracili kasilma yanitlarinin baglica M3 reseptorleri ile kontrol
edildigi bulunmustur (39-42). M3 ‘knock out’ (KO, geni silinmis) farelerde karbakol (CCh)
aracili kasilma yanitlarinin %95 azalmis oldugu gosterilmistir (43, 44). ilging olarak M3 KO
farelerde yapilan sistometrik calismalarda, mesane bosalmasinda biytk bir fonksiyonel
anormallik gozlenmemis (45); bu durum Msj reseptorlerinin kronik yoklugunun diger
muskarinik reseptdrler veya nonkolinerjik mekanizmalar ile kompanse edilebilecegi seklinde
aciklanmistir (46). M3 KO farelerde korunan %5 kasilma yanitinin, M, ve M3 KO farede
tamamiyla kaybolmas, M, reseptorlerinin %5’lik kasilmadan sorumlu oldugunu
dustndirmustar (43, 44).

Insan mesanesine M3 aracili kasilma yamtlarinin, L-tipi kalsiyum kanallarindan kalsiyumun
hiicre icine girisi ve Rho kinaz aktivasyonu yoluyla oldugu bildirilmektedir (5). M3 aracili
fosfolipaz C aktivasyonunun, mesanenin kasilma yanitlarina katkisinin ¢ok az oldugu daileri
strdlmustar (47). M2 reseptorlerinin ise f-adrenerjik reseptorlerin cAMP aracili mekanizma
yoluyla yaptig1 gevsemeyi inhibe ederek indirekt kasilma yanit1 olusturdugu bildirilmektedir
(40, 48). Ayrica M, reseptorlerinin bilinmeyen bir mekanizma ile M3 aracili direkt kasiima
yanitlarint module ettigi de distntilmektedir (44).

Muskarinik reseptorler ayrica mesanede kolinerjik ve adrenerjik sinir terminallerinde
presinaptik lokalizasyonda bulunurlar; Asetilkolin (ACh) ve noradrenalin saliniminin
modulasyonunda gorev yaparlar (46). Mesanede presinaptik fasitilator reseptérin My,
inhibitor reseptorin M, dt tipinde oldugu gosterilmistir (49-51).

Urotelyal ve subiirotelyal interstisyel hiicreler, muskarinik reseptorleri de iceren gesitli
reseptorleri eksprese ederler (20); distansiyon ve reseptdr aktivasyonuna yanit olarak
norotransmitter salimminda rol alirlar (21, 52). Urotelyal muskarinik reseptorlerin, altindaki
detrusor kasin kasimasim inhibe eden ‘diffuzible’ mediyatérlerin salimmini  uyardigi
gosterilmistir (53, 54). Noronal/ekstrandronal kaynaklardan saliverilen ACh’in, Urotelyum ve
subtirotelyumdaki muskarinik reseptorleri (My, alt tipi bilinmemektedir) uyarmas: tzerine,
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urotelyal hicrelerden saliverilen ATP nin afferent sinirleri P2X3 reseptorleri araciligiyla
aktive ederek, uyariabilirliklerini degistirdigi gosterilmistir (21, 46, 55). Muskarinik
reseptorlerin detrusor kasilmasinin modulasyonundaki rolleri sekil 3'te 6zetlenmistir.

Mesanenin depolama fonksiyonunda mesanenin gevsemesini saglayan 3 reseptorler rol alir
(Sekil 3). Mesanede beta reseptorlerinin Uc alt tipi de gosterilmistir. insan mesanesinde
%95'in Uzerinde B3 reseptoru bulunurken, sicanda B, ve B3 reseptorleri agirliklidir (56). Beta
reseptor simulasyonu ile uyarilan mesane gevsemesinde, CAMP formasyonunun mindr,
yuksek kondiktansl: kalsiyum ile aktive edilen potasyum kanal1 (BK c,, large conductance Ca-
activated K* channel) ve hatta L tipi Ca* kanallarimn daha 6nemli rol oynadigi
bildirilmektedir (57- 60).

f Spinal Bulbo-Spinal Raflls “‘

Aferentler

i« ACH?

Urotelysm
| I} B Interstisyel
\\_h Gevame Eaulma _,./) Hiseraler

Datrusor

Sekil 3. Muskarinik reseptorlerin detrusor kas kasilmasindaki rolleri
(46 nolu kaynaktan alinmustir)
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4.1.d. Detrusor Diiz Kas K aslmas

Detrusor kasi, yap1 ve fonksiyonel olarak trigonal ve Uretral diiz kastan farklidir. Mesanenin
duz kas tabakasi, i¢ ve dis katmanlarda longitudinal, ortada sirkiler olarak seyreden Ug
katmandan olusur. Insan detrusor kasinda farkl: biyukliklerde kas fibrilleri, kollajenden
zengin bag dokusu ile gevrilidir. Kas fibrilleri icinde diz kas hicreleri kigik fonksiyonel
birim ya da fasikiller olustururlar (61). Mesanedeki diiz kas hicreleri, uzun, igsi, merkezi
yerlesimli tek gekirdekli hticrelerdir. Mesane gevsedigi zaman bu hiicrelerin uzunlugu birkag
ylz pm, ¢capi 5-6 pum olur (62).

Duz kaslar, kontraktil davranmglarina gore tek tniteli ve ¢ok tniteli diiz kaslar olmak tzere iki
simifa ayrilir (63). Tek Uniteli diz kasta, hiicreler yaprak veya fibriller seklinde dizilirler;
hiicre membranlari, gegit bolgeleri (gap junctions) denilen bircok 6zel noktada birlesir. Gegit
bolgeleri, konneksin alt birimlerinden olusan dusik direngli yollardir; iyonlar bir hiicreden
digerine gegebilir, dolayisiyla elektrik sinyali dokuda hizla yayilir (64). Bu sayede aksiyon
potansiyeli, bir alandan digerine dogrudan elektriksel iletim yoluyla geger. Tek Uniteli diiz kas
icindeki az sayida fibril (pacemaker hilicreler), spontan olarak aksiyon potansiyeli Uretebilir.
Karakteristik olarak tek tniteli diiz kasta, kontraktil yamt: indiikleyen kasin gerilmesidir. Cok
Uniteli diz kasta, kas fibrillerinin, ayr1 ya da demet halinde, birbirlerinden bagimsiz olarak
kasilabildigi dustunultr. Otonom sinir sisteminden zengin inervasyona sahiptirler ve baslica
sinir uyaristyla kontrol edilirler. Nadiren spontan kasilma gorilur. Detrusor kasi, temel olarak
tek Uniteli duz kas hiicrelerinden olusur, ayrica gok tniteli diiz kastaki gibi yogun inervasyona
sahiptir ve fonksiyonel olarak, isemeyi gergeklestirebilmek icin sinirsel koordinasyona ihtiyag
duyar (4).

Duz kasicin diger bir simflama, membran 6zellikleri ve kontraktil davramslarina gore yapilan
fazik ve tonik kas ayrimidir (65). Tonik ve fazik kaslar, dizenleyici sistemler ve kontraktil
mekanizmalar agisindan farkl: kinetige sahiptir (66). Ancak kontraktil Kinetikleri farkli diz
kaslari, hizli fazik tip, yavas tonik tip olarak simiflandirmak zordur. Mesane diiz kas: ‘fazik’
duz kas Ozellikleri nedeniyle nispeten hizl bir diiz kastir (4).

Duz kas kasilmasi, diger kas tiplerinde oldugu gibi kontraktil proteinler olan aktin ve
myozinin etkilesimine dayanir. DUz kas lifleri, ince (aktin) ve kalin filamentleri (myozin)
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iceren myofibriller olarak duzenlenir, lifler birbirine kafes benzeri diizende oblik olarak
gegerler. Duz kasta Z ¢izgisi yoktur, mikroskop altinda sitoplazmik gizgilenme gorulmez.
Ancak benzer gorevi yapan yogun cisimcikler, kontraktil yapilarin baglanmasi icin iskelet
islevi gorur (67). Duz kasta bulunan myozin 11 (68); iki 6zdes agir zincir ve iki ¢ift hafif
zincirden olusur. Hafif zincirler, esas (17 kDa) ve diizenleyici (20 kDa) hafif zincirler olarak
tammlanir (69). Kas kasilmasi sirasinda myozin, aktin filamanlarina baglanarak, filamanlarin
kaymasini saglayan motor gorevi gorir. Myozinin globuler bas kismi, kalin ve ince filamanlar
arasinda kopru olusturacak (cross-bridges) sekilde aktine baglanir. Aktine baglanmasina ek
olarak myozin baslar1 ayni1 zamanda ATP ye baglanir ve hidrolize eder, bu da filamanlarin

kaymasi igin gereken enerjiyi saglar (70).

Duz kasin kasilma ve gevsemesi, fosforilasyon-defosforilasyon kaskadina dayanir; sirasiyla
myozin hafif zincir kinaz (myosin light chain kinase, MLCK) ve MLCP enzimleri ile kontrol
edilir. Volta) bagimli kalsiyum kanallari veya gerim ile aktive edilen (stretch-activated)
kanallar ile hiucre disindan, hicre igine kalsiyum girisi ve sarkoplazmik retikulum (SR)
membraninda bulunan ‘kalsiyum aracili kalsiyum salinimi (calcium-induced calcium release,
CICR) kanallart’ (71) ve inositol trifosfat (1Ps) reseptort araciligiyla, SR’ dan sitoplazmaya
kalsiyum salimmu (72, 73) ile sitozolik [Ca"] artis1 saglanir ve diiz kas kasilmasi uyarilir.
Hiicre ici serbest kalsiyumun Ug ile on kat artisina yanit olarak, Ca®* kalmoduline (CaM)
baglanir; bu kompleks (Ca?*/CaM), diizenleyici MLC'yi fosforilleyen MLCK’1 aktive eder
(74). Bu konformasyonel degisiklik sonucunda aktin, myozin ATPaz aktivitesini uyarir, aktin
myozin Uzerinde kayar ve myosit kasilmas: gercgeklesir (75). MLC fosforilasyon diizeyi ile

aktin ile aktive olan ATPaz aktivitesi arasinda lineer bir iligki bulunur (76).

Hiicresel aktivasyonun gerceklesmesinden birkag dakika sonra, Ca?*’un SR tarafindan geri
alinmast ve Ca®* pompalari ile hiicre disina gonderilmesi gibi mekanizmalar ile Ca’* diizeyi
bazal diizeyine geri déner (77). [Ca’*]’ daki azalma, MLCK 1 inaktive eder ve MLC'in MLCP
ile defosforilasyonuna izin verir, bdylece gevsemeye neden olur. Diz kas kasilmas: ve
gevsemesinin diizenlenmesi sekil 4’te Gzetlenmistir.
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Sekil 4. Duz kas kasilmasi ve gevsemesinin diizenlenmesi
(11 nolu kaynaktan alinmistir)

Kalsyum Sensitizasyonu

Diiz kas kasilmasi esas olarak sitozolik [Ca?'] artisi ile aktive olmakla birlikte son yillarda
[Ca?*] degisikligi olmadan da diiz kas kasilmasinin gergeklestigi gosterilmistir. Diiz kas
hiicrelerinin hiicre ici submaksimal Ca?* varhiginda kasilma yanitlarint devam ettirebilme
yetenegi ‘kalsiyum sensitizasyonu’ olarak bilinir (6-9). Kalsiyum sensitizasyonunun, [Ca’*]
degisikligi olmadan diiz kas kasilmasini gerceklesmesini saglayabildigi (78) c¢esitli dokularda
gogerilmistir (10, 79). Kalsiyum sensitizasyonunda, anahtar rolti, ML C fosforilasyonu aracili
mekanizmanin (10) oynadig: bilinmekle birlikte; son yillarda G protein aracili mekanizmaiile

MLCP inhibisyonu yapan Rho kinaz enziminin major rol oynadigi kanitlanmstir (11).

Duz Kas Kaslmasinda Rho/Rho kinaz Yolag:

Kalsiyum sensitizasyonunun major mekanizmasi, son yillarda tammlanan Rho kinaz enzimini
kapsamaktadir. Rho kinaz aktivitesi, kompleks bir molekdiler yolak tarafindan diizenlenir. Bu
yolagin major bilesenleri ve isleyisi sekil 5'te gosterilmistir. Rho kinaz aktivitesinin 6nemli
diizenleyicilerinden biri, kiiciik GTP baglayan protein olan RhoA’dir (80). Rho kinaz, GTP-
RhoA’ nin santralinde bulunan Rho baglayan bdlgesine baglanir. Bu baglanma Rho kinazin en

aktif oldugu yer olan hiicre membranmina tasinmasim saglar (81). Rho kinazin myozini
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dogrudan fosforilleyerek MLC fosforilasyon diizeyini arttirabilecegi in vitro kosullarda
gogterilmistir (82).
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Sekil 5. Agonistle uyarilan diiz kas kasilmasinin Rho/Rho kinaz yolag: aracili diizenlenmesi
(11 nolu kaynaktan alinmistir)

4.1.e. Urotelyumun Y apmsa ve Urotelyumun Diiz K as K aslmasindaki Roli

Uroepitelyum (Urotelyum), Griner sistemde Iiimen ile mesane kas dokusu arasinda bulunur.
Urotelyumun stiperfisyal bolumii, droplakinler ile cevrilmis, birbirine sikica bagli biyiik
hekzagonal semsiye hicrelerinden olusur. Altta intermediate hiicre tabakasi ve bazal
membran ile baglantil1 bazal hiicre tabakas: bulunur. Urotelyum ve kas tabakas: arasinda
bulunan bdlge subtrotelyum olarak adlandirilir. Subirotelyum, kan damarlari, sinir ve
fibroblastlardan (myofibroblast veya interstisyel hiicreleri igerir) zengindir ve kollajen matriks
icindedir. Urotelyum ve subiirotelyum birlikte submukoza olarak da adlandhrilir (83).

Urotelyal ve subiirotelyal interstisyel hiicrelerde cesitli reseptér/iyon kanallar: tammlanmustir.
Bunlar; purin (iyonotropik P2X, metabotropik P2Y), adenozin, katekolamin (a, B), asetilkolin
(muskarinik, nikotinik), norotrofin (p75, trkA, EGF ailesi ErbB1-3), buyime faktorleri
(vaskiler endotelyal buyume faktori-VEGF) reseptorleri yamsira, farkli TRP (Transient
receptor potential) kanallar1 (6rnegin lokal pH degisikligine yanit verebilirler), amilorid- ve
mekanosensitif-epitelyal Na“ kanallar1 (ENaC) ve aldosteron reseptorleridir (84-91). Bu
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reseptor ve iyon kanallarimin varhigi, trotelyumun gesitli kaynaklardan gelen strese yanit
verebilir olmasim saglar. Luminal igerigi kas tabakalarindan aywran pasif bariyer
fonksiyonunun yamsira, Urotelyum ve subirotelyumun fonksiyonel bir iletim birimi oldugu
dustnulmektedir (83).

Insan ve cssitli tirlerde mesane mukozasindan, diiz kas kasiimas: lizerine inhibitor etkili nitrik
oksit (NO) ve adenin nikleotidlerini iceren cesitli maddeler salimir. Ancak bu maddelerin
mesane kasilmasinin kontroliinde oynadiklar: fizyolojik veya patofizyolojik rolleri ile ilgili
net bir bilgi bulunmamaktadir. Cesitli tirlerde yapilan detrusor kas organ banyosu
calismalarinda, mukoza tabakasinin cerrahi olarak cikarilmasi, ¢esitli agonistlere kasilma
cevabinin artmasina neden olur. Bu da mukozanin yapisal olarak saliverdigi maddelerle kas
kasilmasini inhibe ettigini; uygulanan agonistleri metabolize veya inaktive ettigini; agonistin
kasa difflizyonu ve penetrasyonuna karsi bariyer gorevi gordigini; veya agoniste cevap
olarak kas kasilmasini azaltan maddeler saliverdigini distindirmektedir (92). Sican detrusor
kas preparatlarinda mukozanin c¢ikarilmasi, kolinerjik agonist CCh'e kasilma yanitlarinin
artmasina neden olmus ancak elektriksel alan stimilasyonuna (EFS) yanit degismemistir (93).
Urotelyumu saglam olan sican detrusor kas striplerinin, ATP ile inkiibasyonundan sonra CCh
kasiilma yanitlariin arttigi, drotelyumu hasarlanmis striplerde kasilma yanitlarimin daha da
fazla arttign gozlenmistir. Bu da bu siregte purinerjik reseptdrlerin rolt oldugunu
gostermektedir (94).

Kopek mesane govdesi preparatiarinda mukoza cikarildiginda, NK-1, NK-2 ve NK-3 reseptor
agonistleri, P maddesi, norokinin A ve norokinin B tarafindan uyarilan kasilmalarda artis
gbzlenmistir (95). Mukozasi gikarilan domuz mesane striplerinde gozlenen CCh kasilma
yanitlarindaki artis, bu stripler mukozas: saglam striple birlikte inkibe edildiginde inhibe
olmus ancak hasarlanmis striple inkiibe edildiginde bu inhibisyon gérdlmemistir. Bu da
diffiize olan faktorin inhibitor etkiye neden oldugunu disindirdr. Domuz mukozasinin
inhibitor etkisini; NO sentazin, L-NOARG (L-NG-nitroarginine) veya metilen mavisiyle ile,
siklooksijenaz (COX)'1n indometazin ile, purinerjik reseptorlerin suramin ile, beta adrenerjik
reseptorlerin propranolol ile, potasyum kanallarinin tetraetilamonyum veya apamin ile inhibe
edilmesi geriye dondirmemistir (54). Kanser sistektomi 6rneklerinden alinan insan mesane
striplerinde, mukozanin ¢ikarilmasi CCh ve EFS kasilma yanitlarinda artisa neden olurken
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ndrokinin A veya KCI ile membran depolarizasyonunda artis gorulmemistir. Benzer sekilde
mukozamn inhibitor etkisini, L-NOARG ile NO sentaz inhibisyonu, ODQ (1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-apha]quinoxalin-1-one) ile solubl guanilat siklaz (GS) inhibisyonu,
propranolol ile beta adrenerjik reseptdr inhibisyonu veya indometazin ile COX inhibisyonu
geriye dondirmemistir (96). Sonug olarak Urotelyumdan kaynaklanan inhibisyon, bilinen
inhibitdr  yolaklardan etkilenmemistir. Mukozal muskarinik reseptorlerin - detrusor
kasiimasinimin  modulasyonundaki rolt arastirilmis ve mukozasi saglam insan mesane
striplerinde, mukozal M3 reseptdr dansitesi ve CCh maksimal kasilma yanitlari arasinda
pozitif korelasyon bulunmustur. Bu sonucglar mukozal M3 reseptérlerinin, kontraktil agonist
saliverilmesini indukledigini veya inhibitor ajan saliverilmesini baskiladigint dustindlrmustar
(97).

4.2. Diyabetes M dllitus

4.2.1. Epidemiyoloji

Dunya populasyonunun yaslandigi giinimtzde diyabet, hipertansiyon, kanser gibi kronik
hastaliklarin sikligimin giderek arttigi bilinmektedir. DM tim dinyada en sik rastlanan
endokrin hastaliktir. Gunimiizde Amerikan Diyabet Birligine gore Amerika’da DM hastas
25.8 milyon yetiskin ve cocuk bulunmaktadir. Bu populasyonun hentiz 7 milyonu tan
amamstir. Buna ek olarak 79 milyon prediyabetik hasta vardir (98). Bu sayilar DM’un
epidemik hale geldigini gostermektedir. Diyabetik iseme disfonksiyonu, diyabetik hastalarin
%80’ inde gorulurken (1); néropati ve nefropati, sirastyla %60 ve %50 hastada gortlmektedir.
Buna ragmen bu hastaligin gelisim siireci ve Urolojik komplikasyonlarin baslangici ile ilgili
bilgiler sinirlidir. Bu bilgi yetersizligi bu populasyondaki yeni ve etkili korunma ve/veya
tedavi seceneklerinin gelisimini kisitlamaktadir (2).

4.2.2. Komplikasyonlari

DM, insilin sekresyonunda, insilin etkisinde veya her ikisinde bozukluk sonucu
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki bozukluga bagli olarak gelisen kronik
hiperglisemi ile karakterize bir metabolik hastaliktir. Diyabet kronik bir hastalik oldugu igin
akut ya da kronik donemde gelisebilecek komplikasyonlar hastaligin seyri, tedavisi ve
prognozu agisindan 6nem tasimaktadir. Diyabetik ketoasidoz, hiperosmolar nonketotik koma,
hipoglisemi ve laktik asidoz gibi akut komplikasyonlarinin yamsira néropati, nefropati,
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retinopati gibi mikrovaskiler komplikasyonlar ve koroner arter hastaligi, serebrovaskiler
hastalik, periferik arter hastaligi gibi makrovaskiler komplikasyonlari ve kardiyomyopati gibi
kalp yetmezligine giden kronik komplikasyonlar1 oldugu bilinmektedir (99). Diyabetin kronik
komplikasyonlarinin gelismesinde genetik, hiperglisemi, obezite, dislipidemi, hiperinsilinemi
ve insilin direnci gibi faktorler rol oynamaktadir (100).

4.3. Hayvan Modélleri

4.3.1. Tip | DiyabetesMdllitus Hayvan M odélleri

Hiperglisemiye neden olan pankreatik B hucrelerinin kimyasal destriksiyonu, tip | DM
hayvan modeli olusturmak icin kabul gormis bir tekniktir (101). Kemirgen modellerinde tip |
DM olusturmak icin streptozotosin (STZ) ve alloksan siklikla kullanilmaktadir. STZ, glukoz
transportunu engelleyen alkilleyici bir gjandir. STZ'nin tek doz enjeksiyonu, pankreatik 3
hiicrelerinde kalici hasara neden olarak hipoinsilinemi, hiperglisemi ve diyabetik
komplikasyonlarin gelismesine neden olur (101, 102). Genetik olarak indiklenen tip | DM
fare modelleri de yaygin olarak kullanilmaktadir; Akita fare ve BioBreeding sican bu
modellere drnektir (103).

4.3.2. Tip |1 Diyabetes M ellitus Hayvan M odelleri

Tip I DM’un multifaktdriyel orjini gbz 6ninde bulunduruldugunda, cesitli monogenik ve
poligenik fare modelleri basariyla gelistirilmistir. Leptin  eksikligi veya reseptor
mutasyonundan kaynaklanan monogenik modeller, kontrolsiiz istah ve obezitenin yol actigi
tip Il diyabet gelisimi ile sonuclanir (2). Genel olarak poligenik modeller, insandaki patojenik
yolaklar1 ve klinik yansimalarimt daha iyi temsil eder. Yeni Zelanda obez fare poligenik
modele drnektir (101).

Spontan diyabetik Torii sicani, Sprague-Dawley sicamnin ciftlestirilmesiyle elde edilmis;
erkek sicanlarda, 20 haftada obezite olmadan tip 11 DM gelistigi bulunmustur (104). Benzer
olarak Wistar sicanlarin selektif ciftlestirilmesiyle Goto-Kakizaki sicanlar elde edilmistir; bu
sicanlarda dort haftada DM gelismektedir. Bu model insanlardaki tip 11l DM’a gok
benzemektedir (105).
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4.3.3. Mesane Disfonksiyonu M odeli

Insanlarda diyabetik iseme disfonksiyonunun dogasi ve progresyonu, deneysel calismalar igin
etkilenen doku ve organlara erisilmesi hentiz mimkin olmadig: icin ¢alisilamamaktadir. EK
olarak DM’ un ve urolojik komplikasyonlarinin dogal gelisimi yillar almaktadir ve siklikla bu
kadar uzun siire ¢alisma yuritmek zordur. Bu nedenle guvenilir hayvan modellerine ihtiyag
vardir. Ayrica hastaligin dogal gelisim sireci, hayvan émrinin daha kisa olmasi, daha hizl
veri toplanmast ve maliyetinin disik olmast nedeniyle bulytk oranda calisma siresini
kisaltmaktadir (2).

Hem kicik (kemirgen vb) ve hem de biylk (domuz, tavsan, maymun vb) hayvan
modellerinde calisiimaktadir. Blylk hayvanlar, insana fenotipik olarak daha fazla
benzemekle birlikte, DM’ un baslama ve komplikasyonlarin gelisim siireci daha uzun siirede
olmakta ve bu hayvanlarin yetistirilme maliyetleri daha pahali olmaktadir. Dolayisiyla
kemirgen modelleri daha biiyuk 6nem kazanmaktadir (2).

4.4. Diyabetes M dllitus ta M esane Disfonksiyonu

Diyabetik hastalarin hem iseme hem de bosalma semptomlarindan yakindigi bilinmektedir.
Kaplan ve ark. (1995) yaptiklar1 kohort ¢alismada, diyabetik hastalarda en sik semptomlarin
gece idrara cikma (%87) ve sik idrara ¢cikma (%78) oldugunu; idrara baslarken zorlanma
(%62), idrar akimin azalmasi (%52) ve tam olmayan mesane bosalmast (%45) gibi klasik
semptomlarin da yaygin olarak goéruldigini bildirmiglerdir (106). Ayni calismada en sik
gorulen Urodinamik bulgunun, detrusor asir1 aktivitesi (%48) oldugunu; bunu bozulmus
detrusor kontraktilitesi (%30) ve bozulmus kompliyansin (%15) izledigini bildirmiglerdir
(106). Asir1  aktif mesane, iseme siklusunun dolum fazinda istemsiz detrusor
kontraksiyonlarindan kaynaklanir; inkontinansla birlikte olan ya da inkontinans olmadan,
cogunlukla idrara ¢cikma sikliginda artis ve gece idrara ¢cikma ile klinik verir (107). Klinik
kohort calismalarda, diyabet ve periferik noropati gelisiminin siresi ile, bosama
verimliliginde azalma ve idrar inkontinansimin gorulme insidanst arasinda zamana bagimli
korelasyon gosterilmis olmasina ragmen; asir1 aktif mesaneden, bosalma yetersizligine
ilerleme siresi ile diyabetin siiresi arasinda korelasyon gosterilememistir (108, 109).
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4.4.1. Patogenez

Diyabetin en sik gorilen komplikasyonlarindan biri olan mesane disfonksiyonu, yillardir
mesane duyumunun erken kaybi (110) ile diyabetik noropatinin (111, 112) yansimasi olarak
kabul edilmistir. Mesanenin dolu oldugunda ve fazla genislediginde bu duyumu
algilayamadigi, bunun da detrusor kasilmasinin bozulmasina ve mesane atonisine neden
oldugu dustnilmekte idi (113). Ancak buginlerde ¢cogu arastirmaci, diyabetik sistopatinin
olasilikla son doénem mesane yetmezligini temsil ettigini distnmektedir. Ilging olarak
diyabete bagli gelisen mesane disfonksiyonu erken dénemde detrusor asir1 aktivitesi seklinde
ortaya cikabilir. Bu patolojnin periferik noropatili hastalarda en sik bildirilen Urodinamik
bulgu oldugu, hastalarin %70’ inde detrusor asir1 aktivitesi goruldigi bilinmektedir (106).

Diyabete bagli mesane disfonksiyonunun patogenezi multifaktoriyeldir. Detrusor kas
fizyolojisinde degisiklikler, noronal hasar ve Urotelyal disfonksiyon patogeneze katkida
bulunan faktorlerdir (2, 114).

Temporal hipotez

Diyabete bagli mesane disfonksiyonunun patogenezinde ileri siirtilen hipotez ‘ diyabete bagli
mesane disfonksiyonunun zamana bagiml (temporal) teorisidir. STZ ile indiklenen diyabetik
hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalarda, diyabete bagli mesane disfonksiyonunun dogal
seyri izlendiginde, morfolojik ve fonksiyonel yansimalarinin, zamana bagimli olarak gelistigi
gbzlenmistir (3). DM’un mesanede yol actigi zamana bagimli degisiklikler, iki ana
mekanizma yoluyla iki fazda degerlendirilmistir (Sekil 6). Diyabetin erken donemlerinde
hiperglisemi, myojenik ve norojenik degisikliklere ayrica indikledigi politri araciligiyla da
kompensatuvar mesane hipertrofisine neden olur (115-117). Bu dénemde hastalar, depolama
problemlerinden (sikisma veya sikisma tipi idrar kagirma) yakinmir, trodinamik degerlendirme
hiperaktif mesane bulgular: ile uyumludur. Geg fazda, uzamis hiperglisemi sirasinda oksidatif
stres drdnlerinin birikimi, mesane dokusu ve fonksiyonunda dekompanzasyona yol acar (19,
118). Hastalar iseme problemleri ile birlikte, diyabetik sistopatinin (hipokontraktil detrusor
veya atonik mesane) klasik klinik belirti ve bulgularimi gosterir (3). Bu teori hayvan
modellerinde gosterilmistir. Ancak insanlarda yapilan klinik calismalarda bu teoriyi
destekleyen kanit yoktur (2).
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Erken faz » Geg faz

(Kompanse) (Dekompanse)
Zaman/Risk faktorleri
Klinik: Depolama problemleri Iseme problemleri
Urodinamik inceleme: Asgmi aktif mesane Atonik mesane
[n-vitro: Hiperkontraktil detrusor Hipokontraktil detrusor

Sekil 6. DM progresyonunun mesane disfonksiyonunun seyrine etkisi (Temporal hipotez)
(3 nolu kaynaktan alinmustir)

4.4.1.a. Detrusor DUz K as Disfonksiyonu

Detrusor kasin fizyolojisi, htcrelerarasi baglantilar, uyarilabilirlik, reseptér dansitesi ve
dagilimi, hicre ici sinyal mekanizmalari ve genetik gibi farkli mekanizmalardan
etkilenmektedir (114). Bununla birlikte bu degisikliklerin olus zamar ve etkideki rolleri hala
tartismalidir.

Mesane striplerinde yapilan farmakolojik calismalarda, hayvan modellerinden farkli olarak
kafa karigiklig1 yaratan bulgular vardir (2). Bazi arastirmacilar tarafindan diyabetik mesane
striplerinde, disaridan uygulanan muskarinik agonistlere yanitin arttigi ve muskarinik reseptor
dansitesinde artis oldugu gosterilirken; muskarinik kolinerjik iletinin azaldigimi veya
degismedigini gosteren yayinlar da bulunmaktadir (119). Diyabette detrusor kasin muskarinik
agonistlere yanitimin artmasi; muskarinik resepttr dansitesindeki artisa (12) ya da diz kasin
kalsiyuma duyarliliginin artmis (13) olmasina bagli olabilir. Kalsiyum duyarliligindaki artis,
diyabetik mesanede CCh, K* ve EFS' na artmis cevabr agiklayabilir (13).

Mesane patolojilerinde, detrusor diiz kas hiicreleri ve trotelyumdaki muskarinik reseptorler ve
ayrica aferent sinirlerdeki presinaptik yerlesimli muskarinik reseptor tipleri degismektedir
(46). Pontari ve ark. (2004), mesanede M, reseptorlerinin, kasilma yanitina olan katkisinin
norojenik mesane disfonksiyonu gibi hastalik durumlarinda daha 6nemli hale geldigini 6ne
sirmiglerdir (120). Stevens ve ark. (2007) ise arastirmalarinda tersini bulmuslardir; insanda
idiyopatik ve norojenik asiri aktif mesanede, muskarinik reseptor aracili kasilmamn kontrole

24



gore arttigini, ancak reseptor alt tipinin degismedigini, CCh aracili kasiima yanitinin normal
ve asir1 aktif mesanede M3 reseptori ile oldugunu bildirmislerdir (121).

STZ ile induklenen diyabetik sican modelinde muskarinik uyariya mesane duyarliligi ve
maksimum kasilma yantlari artmaktadir. Diyabetik sicanlarda muskarinik  reseptor
dansitesinin (12, 122) ve I1P; Uretiminin arttigi (123); muskarinik reseptor upregulasyonunun
insllin tedavisi ile kismen geri dondigi (12) gogterilmistir. Diyabetik sicanlarda STZ ile
diyabet indiksiyonundan iki hafta sonra, hem detrusor kasta hem de Urotelyumda M, ve M3
reseptor ekspresyonunun arttigi bildirilmektedir (124-126). Pak ve ark. (2010), STZ ile
indiiklenen diyabetik sicanlarda, erken (2-3 hafta) ve gec (20-24 hafta) donemde M, reseptor
fonksiyonunda artis oldugunu bulmusglardir (127).

EFSna artmis cevap, tekrarlayan calismalarda gosterilmistir ve bunun membran
kompozisyonundaki degisikliklere, artmus norotransmitter salimmina ve artmis kalsiyum
kanal1 aktivitesine sekonder oldugu ileri strilmustir (114). Diyabetik tavsan modelinde,
purinerjik reseptdrlerde ve purinerjik transmitterlerde artis oldugu da gosterilmistir. Ayrica
purinerjik reseptor ekspresyonunun, insilin ile inhibe edildigi bildirilmistir (128). Baska bir
calismada sicanlarda STZ ile diyabet indiksiyonundan 8-10 hafta sonra, izole edilen detrusor
duz kasta 3; reseptor aracili gevseme yanitlarinin arttigr bildirilmistir (129). Diyabetik sican
diiz kasinda, néronal nitrik oksid sentazin upregile oldugu bulunmustur. Diyabette en erken
degisikligin ve mesane disfonksiyonunun olast nedeninin de bu oldugu ileri stralmustir
(130).

Diyabette gorulen glukoziri ve ozmotik dilirez, mesane geriliminin ve mesane i¢i basincinin
artmasina, bu da mesane hipertrofisine yol acar (1). Ayrica diyabette artan oksidatif stres,
mesane hipertrofisini arttirabilir (131). Dekompanse mesanede, kasilmadaki 0Ozellikler,
muskarinik reseptor subtiplerinin ekspresyonu ve myosin |1 izoformlarinin kompozisyonu
degismektedir. EK olarak hipertrofik mesanede, artrus RhoA ve Rho kinaz ekspresyonu,
azalmis myozin fosfataz aktivites ile iliskilendirilmistir (35).

Nobe ve ark. (2009), tip Il diyabet ob/ob fare modeli kullandiklar1 ¢aligmalarinda, hem ob/ob

hem de C57BL (kontrol) fare detrusor kas striplerinde, zamana ve doza bagimli olarak CCh
ile indtiklenen kasilma yanitlarinin arttigint gostermislerdir. ob/ob ve C57BL farelerinden elde

25



edilen sriplere, 30 mM CCh uygulandiginda maksimal etki (Emax) anlamli olarak farkl:
bulunmus; ob/ob farelerinde iki kat yiuksek olan kan glukoz dizeyleri ile korele olarak daha
fazla arttig1 gosterilmistir. Ek olarak diiz kas stripleri yiksek glukoz kosullari altinda inkiibe
edildiginde, sadece diyabetik farede CCh kasilma yanitlarindaki artigin, intraselltler kalsiyum
konsantrasyonu ile korele oldugu gézlenmis ve kontraksiyon artisi ob/ob faresinde diyabet ile
induklenen “kalsiyum sensitizasyonu’nu akla getirmistir. Kontraksiyon artisi, Rho kinaz
inhibitort fasudil ile inhibe edilmis, fasudil ayrica yiuksek glukoz kosullar: altinda ob/ob ve
C57BL farede gorulen detrusor kontraksiyonlari arasindaki farki da dizeltmistir (132).

Normalde soguk, mesanede diz kas tonusunu arttirarak, miksiyon icin gucli bir uyari
olusturur. Ismael ve ark. (2010), diyabetik sican mesane kasi striplerinde, 1siy1 37°C’den
5°C‘e kadar adim adim dustrduklerinde, kontrol grubuna gore sogutma hizi ile orantil: olarak
hizl1 ve tekrar eden bazal tonus artis1 oldugunu ve bu artisin diyabetik sicanlarin striplerinde
daha belirgin oldugunu gostermislerdir. Rho kinaz inhibitord Y-27632 (1 mM), 20°C isida
indiiklenen kontraksiyonlar1 kontrol grubunda %52, diyabet grubunda %70 inhibe etmistir
(133).

Diyabetik hayvanlarin mesane dis1 ¢esitli dokularinda Rho/Rho kinaz sinyalinin arttigi
bilinmektedir (11, 134-136). Mesane ile ilgili olarak da Chang ve ark. (2006), iki boyutlu jel
elektroforez kullanarak, bazal MLC fosforilasyon diizeyinin, alloksan ile indiklenen tip |
diyabetik tavsanlarin detrusor kaslarinda, normal ve dilretik kontrollerine gére anlaml1 olarak
daha yuksek oldugunu ve Rho kinaz inhibitori Y-27632'nin MLC fosforilasyon diizeyini
disUrdaguni gostermislerdir. Ayni calismada betanekol ile kastirilan detrusor diz kas
striplerine Y-27632 eklenmesi kas gevsemesine neden olmus ancak gevseme yanit1 diyabetik
hayvanlarda kontrol grubuna gére daha yavas gerceklesmistir. Bu bulgular Rho kinase
(ROCKB) izoformunun mRNA ve protein ekspresyonu dizeylerinin sirast ile 10 ve 2 kat
artisi ile korele bulunmustur (17).

4.4.1.b. Detrusor Kasta Oksidatif Stres

Diyabetik komplikasyonlarin  gelisiminde, oksidatif stresin  Onemi  birgok organda
gogerilmistir (137-139). Fizyolojik kosullar altinda, antioksidan enzimleri igeren antioksidan
koruma mekanizmalari, ROS ni kontrol altinda tutar. Diyabette oksidatif stres, glukozun oto-
oksidasyonu sonucu oksijen radikallerinin Oretimi (137), glikozillenmis proteinler (139),
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sitokrom P450 benzeri aktivitenin uyariimasi, asir1 glukozun polyol yoluna girmesiyle
NADPH/NADP oramnindaki degisimler (140), siperoksit dismutaz Uretiminin artis1 (141) ve
lipid peroksidasyon Uretiminin artis1 (142) gibi ¢ok cesitli mekanizmalardan kaynaklanabilir.
G0z, santral sinir sistemi, bobrek ve kardiyovaskiler sistemde, diyabet komplikasyonlarinin
patogenezinde oksidatif stresin roll ile ilgili pek ¢ok c¢alisma olmasina ragmen mesane
komplikasyonlarinin gelisiminde oksidatif stresin direk etkisi hala detayli arastirilmamustir
(143). Diyabetin Urolojik komplikasyonlarimin patogenezinde oksidatif stresin dneminin
arastirildigi, erektil disfonksiyon (144-147) ve sistopati (148) alaminda birkag calisma
bulunmaktadir. Changolkar ve arkadaslarinin ¢alismasinda (2005), alloksan ile induklenen
diyabetik tavsan modelinde, detrusor kas kontraktilitesinin azalmasi ile lipid peroksidasyon
drdnlerinin ve aldoz rediktaz ekspresyonunun artisi iliskilendirilmistir. Ayrica aldoz rediktaz
ekspresyonundaki artisin, artrmis glukozun polyol yoluna girmesine ve sorbitol Gretiminin
artmasina neden oldugu gosterilmistir (149). Insan detrusor kas hiicrelerinin yiksek glukoza
maruz birakilmasi ile bu hticrelerde aldoz rediiktaz ekspresyonunun arttigi bulunmustur (143).
Y Uksek glukoz kosullarinda biyiyen bu hiicreler, aldoz rediktaz inhibitérii zopolrestata
maruz birakildiginda, aldoz rediktaz ekspresyonundaki artis geriye donmusttr (143).

Hipergliseminin ROS aracili oksidatif strese neden oldugu ve bunun da diyabetik
komplikasyonlarin patogenezinde rol oynadigi uzun yillardir bilinmektedir (150). TUm
hiicrelerde stiperoksit, peroksinitrit ve hidroksil radikallerinin major kaynagi mitokondridir
(151). Mitokondriyal stperoksit Gretiminin, diyabetik komplikasyonlar icin tek birlestirici
mekanizma oldugu dustntlmektedir (152). ROS, mitokondriden sitokrom ¢ salimmina neden
olmaktadir (153). Ek olarak lipid peroksidasyonu, mitokondriyal membran potansiyelini
bozarak apoptozisi uyarmaktadir (154). Insan mesane diiz kas hiicre kiltirinde, ortama
uygulanan yiksek glukozun, mitokondriyal membran potansiyelini ve ROS ni arttirchgi ve
bunun da daha Once bildirilen ¢calismalar ile uyumlu olarak diyabetik komplikasyonlarda
mitokondriyal disfonksiyonun anahtar rol oynadigini gosterdigi ileri surtlmustdr (143).

Li ve ark. (2010), oksidatif stres kosullarinda aktive olan ve apoptoziste 6nemli rol oynayan
poli(ADP-riboz) polimerazin (PARP), diyabetik sistopatideki rolini arastirdiklar: galismada,
STZ ile induklenen diyabetik sigan modelinde 3-aminobenzamide (PARP inhibitori) tedavisi
verilen ve verlmeyen gruplarda, PARP aktivasyonu, sonrasinda c-Jun N-terminal kinase
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(INK) aktivasyonu ve mitokondriyal apoptotik yolag: degerlendirmislerdir. Diyabetik
sistopati gelisiminde, PARP/INK/mitokondriyal apoptotik yolagin aktivasyonu ile olusan
apoptozisin rolt oldugu gosterilmistir (155). Beshay ve ark. (2004), diyabetik sistopatide
oksidatif stresin ve buna bagli olarak apoptozisin rolini arastirdiklar: ¢alismalarinda;
diyabetik grupta oksidatif stresin arttigini (katalaz aktivitesinde anlamli azalma ve
tiyobarbittrik asit reaktif maddelerin diizeyinde anlamli artma) ve diyabetik mesane diiz kas
hicrelerinde apoptotik hticrelerin sayilarinda anlamli bir artis gbézlendigini bildirmislerdir
(148). Bu calismada sikroz icirilerek ditrezisin arttirildhigr hayvan grubunda ise farklilik
bulunmadigi ve STZ ile indiklenen diyabetik sican mesanelerinde diyabetik sistopati
gelisiminde, diz kas hucrelerinde gorulen oksidatif hasarin ve apoptozisin katkisinin
olabilecegini ancak ditrezin rolinin olmadig: bildirmislerdir (148). Benzer olarak diyabetik
sistopati gelisiminde oksidatif stresin rolini arastiran baska bir ¢calismada, diyabetik sistopati
diz kas hicrelerinde oksidatif hasar ile iligskilendirilmis, bunun da protein hasarina ve
apoptotik yolagin aktivasyonuna neden olarak mesane fonksiyonunda bozulmaya katkida
bulundugu bildirilmistir (156).

Diyabete bagli komplikasyonlarda oksidatif stresin rolunin gosterilmesi, antioksidan ilaglar
ile tedaviyi distndlrmsttr. Bununlailgili pek cok antioksidanin denendigi pek cok calisma
bulunmaktadir. Diyabetik sistopatiyi onlemek icin de birtakim antioksidanlarin denendigi
calismalar gorulmektedir. STZ ile induklenen diyabetik sicanlarda, E vitamini tedavisinin,
diyabete bagli mesane disfonksiyonu tzerine koruyucu etkisi olup olmadigi, oksidatif stres ve
apoptozis iliskisi Uzerinden degerlendirilmis ve E vitamininin apoptozisi azalttigi, diyabetik
mesanede Urotelyal hicreler igin koruyucu olabilecegi bildirilmistir (157). Diyabetik
sicanlarda alfa-lipoik asit tedavisinin, oksidatif stresi 6nleyerek ve mesanede sinir biyime
faktort (NGF, nerve growth factor) dizeylerini normale getirerek diyabetik sistopati tzerine
yararl etkileri olabilecegi ileri surtlmistdr (158).
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4.4.1.c. Néronal Disfonksiyon

Hiperglisemi, toksik etkisini noronal hasar ile gosterebilir. Bu aktivasyon igin olasi
mekanizma, sorbitol ve fruktoz birikimi ile sonuglanan polyol yolag: olabilir. Boylece serbest
radikal Uretimi artar, protein kinaz C (PKC) aktive olur ve ileri glikozillenmis son driin
formasyonu artar (159). Bu metabolik diizensizlikler, aksonal dejenerasyon, sinir iletiminin
bozulmasi, sonunda da idrar hissinin azalmas: ile kendini gosterir. Diyabetik hastalarin
mesane biyopsi  Orneklerindeki, asetilkolinesteraz  aktivitesindeki  disme  aksonal
dejenerasyona bagli olabilir. Lee ve ark. (2009), diyabetik hastalarda mesane ici akim esigini
Olctuklerinde, Ad ve C liflerinde duyusal cevabin azaldigimi bulmuslardir. Ayni zamanda
aksonal transporttaki Ozellikle de NGF ndeki bozukluk da diyabetik néropati ve sistopati
mekanizmalarindan biri olarak ileri surdlmustir (160). Diyabetik sicanlarda STZ
enjeksiyonundan sonra, mesane, L6-S1 arka kok gangliyonu ve siyatik sinirdeki NGF
dizeyleri anlamli olarak azalmistir. NGF dizeylerindeki azalma ayrica artmis mesane
kapasitesi ve iseme sonrasi kalan idrar ile de iliskili bulunmustur (161, 162). STZ ile
indiklenen sicanlarin mesane duvarina, NGF eksprese eden herpes simplex virls
vektorlerinin enjeksiyonu yoluyla yapilan gen tedavisi, kontrol grubuna gore diyabetik grupta
NGF dizeylerinde artis ve bazi klinik bulgularda kismen de olsa geriye donis saglamistir
(163). Diyabetik sicanlarda N-heksakosanol (norotrofik) enjeksiyonunun, M, ve M3 mRNA
overekspresyonlarini azaltarak, detrusor hiperaktivitesi Uzerine olumlu etkisinin oldugu
gogterilmistir (164).

Bu bulgular néronal disfonksiyonu, diyabetik sistopatinin 6nemli bir mekanizmas: yaparken,
asir1 aktif mesane ve sikisma tipi idrar kagirma gibi sik gorulen klinik bulgular: agiklamakta
yetersiz kalmaktadir. Yamaguchi ve arkadaslarinin (2008) calismasinda, diyabetik hastalarda
asirt aktif mesaneye, coklu serebral infarktlara sekonder gelisen diyabetik vaskilopatinin
neden oldugu ileri slrilmistir (165). Bu calismada diyabetik hastalarda, idrara ¢ikma
sikliginda artma ve gece idrara ¢gikma sirasinda, manyetik rezonans goruntileme ile anormal
gorintller elde edilmis ancak istatistiksel anlamlilik bulunamamustir. Diger yandan hastada
diyabete ek olarak baska klinik durumlarin varliginin (serebrovaskiler olaylar veya benign
prostat hiperplazi gibi), asir1 aktif mesane semptomlarina katkida bulunmus olabilecegi
tartigilmugtir (165).
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4.4.1.d. Urotelyal Disfonksiyon

Urotelyumun mesanede sadece pasif bir bariyer olmadigi, mesanenin fonksiyon ve
disfonksiyonunda aktif rolii oldugu giderek daha agik hale gelmistir. Urotelyum NO, ATP ve
PG’lerin salimmi  aracihigiyla subirotelyal afferentlerle dogrudan iletisim kurar (2).
Urotelyumda ayrica vanilloid reseptor-1 reseptorleri vardir ve ATP tarafindan potansiyalize
edilir (114). Diyabetik sican modellerinde zamana bagl1 olarak trotelyum kalinliginin arttigi
gosterilmistir. Diyabetik sicanlarda, doku agirligina diisen endojen prostaglandinler PGE; ve
PGF,, ekspresyonu artarken, PGF;, ekspresyonu azalmistir. Bu prostaglandinlerin salinim,
duysal sinirleri duyarlastirir, ayrica diyabetik hastalarda gorulen asir1 aktif mesane
semptomlarinda da pay: vardir (114, 166). Bu bulgular Urotelyumun asir1 aktif mesane
semptomlarinda roltnin oldugunu gostermektedir, ancak derecesi ve iliskisi net degildir (2).

Urotelyumda Rho kinazin da bulundugu gosterilmistir. Nakanishi ve ark. (2009), domuzda
RhoA mMRNA ve aktive olmus RhoA enzimi dizeylerinin, mesane diz kasi ile
karsilastirildiginda trotelyumda daha yiksek oldugunu (sirasi ile iki ve dort kat) bulmuslardir.
Ayrica CCh ile kastirilan dokularda Rho kinaz inhibitorti Y-27632'nin, Urotelyumu saglam
striplerde, Urotelyumu hasarlanmis striplerle karsilastirildiginda daha fazla inhibisyon yaptigi
gorulmis (167). Tassumiya ve arkadaslarinin (2009) domuzda yaptiklar: benzer bir ¢alismada,
Urotelyumu saglam olan ve Urotelyumu olmayan striplerde, Rho kinaz inhibitéri fasudil,
distk konsantrasyonlarda (1 veya 10 mmol/L) CCh aracili kasilmalar1 neredeyse ayni oranda
inhibe ederken; yiksek konsantrasyonda (30 mmol/L), Urotelyumu saglam olan dokularda,
Urotelyumu olmayan dokularla karsilastirildiginda kasilma yanitlarimin iki kat daha disik
oldugu bulunmustur. Bunun sonucunda, Urotelyumun Rho/Rho kinaz yolagi araciligiyla
mesanede CCh aracili kasilmasinin diizenlenmesinde rollintin olabilecegi ileri strtlmuistir
(168).

4.5. M esane Disfonksiyonunda Tedavi

Medikal tedavi

Diyabet komplikasyonlar1 epidemiyolojisi ¢alismasi (Epidemiology of Diabetes Interventions
and Complications, EDIC) sonuclarinda (2005), yogun insilin tedavisi ile kan sekerinin
kontroltniin bu hastalarda kardiyovaskuler hastaliklarin riskini %42 ve kalp krizi, inme veya
kardiyovaskiler olaylara bagli 61um riskini %57 oraninda distrdigl bulunmustur. Diyabetik
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mesane komplikasyonlarinda da sistopati bulgularint diizelttigi bildirilmektedir. Ancak insilin
tedavisi sirasinda hipoglisemi ataklar1 basta olmak tizere hipoglisemiye bagli ¢esitli aritmiler,
kilo kaybi, hepatomegali gibi yan etkiler gozlenebilmektedir (169). Birgok inceleme yeterli
dozda insilin ile tedavi edilen hastalarda ortalama iki haftada bir, mindr semptomatik
hipoglisemi epizodlarinin meydana geldigini, biling kayb: gdsteren hipoglisemi komasinin ise
dort veya bes hastadan birinde yilda ortalama bir kez ortaya c¢iktigim gostermistir. %10
hastanin yilda bir kez ve %3 hastada da tekrarlayan ataklarla karsilastigi ciddi hipoglisemidir
(170-172). insliline bagiml1 diyabetlilerde bittn dlumlerin %3-5'inin hipoglisemi komasina
bagli oldugu bildirilmistir. Tip | diyabetlilerde hipoglisemi, instlin dozu ile besin ve egzersiz
arasindaki dengesizlikten ileri gelir. Ayrica instlin absorbsiyonunun bir giinden digerine
degisiklik gostermesi, kisinin alkol aligskanligi ve karaciger hastaligi da hipoglisemi
gelismesine katkida bulunur. Insan insilini kullanim, alerjik reaksiyonlarin ortaya gikisin
azaltmus olmakla birlikte, bazi calismalarda hayvan insilininden insan insilinine
gecgilmesinin, ikaz edici belirtileri azaltmasi nedeniyle hipoglisemi insidensini arttirdigi
bildirilmektedir (169).

Diyabetik hastalarda asir1 aktif mesane ve alt Uriner sistem semptomlarinin tedavisi, diyabetik
olmayan hastalardakinden biraz farkl: olmalidir. idrar sikistirmas, idrara gikma sikhiginda
artma, gece idrara ¢ikma semptomlarinin oldugu hastalarda, antimuskarinik tedavi yararl
olabilir. Streptozotosinle indiklenen diyabetik sican modelinde, artmis muskarinik reseptor
ekspresyonunun gosterilmis olmas, diyabetik hastalarda iseme semptomlarini antimuskarinik
tedavi ile iyilestirmek icin destekleyici bir kamttir (119). Ancak bu ajanlarin kullanimin
destekleyen klinik veriler yetersizdir.

Beta resepttr antagonistlerinin mesane disfonksiyonunun tedavisinde yararli olabilecegi
distnilmektedir. Insanda detrusor gevsemesinin baslica Bz reseptor aracili olmasi ve B3’ Uin
kardiyovaskiler sistemde sinirlt fonksiyonunun bulunmasi, selektif B; agonistlerin preklinik
ve klinik arastirmalara girmesini saglamistir. Terbutalin (173) ve klenbuterol (174) ile umut
verici yanitlar alinmaktadir (56).
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Konservatif Tedavi

Iseme programlarinin, azalmis mesane duyusu ve artmis iseme sonrasi rezidiisii olan
hastalarda yararli oldugu gosterilmistir. Bu programa bagli kalmak, yeterli mesane bosalmasi
saglayarak, idrara ¢ikma sikliginin ve gece idrara ¢gikmanin azalmasini saglayabilir (175).
Detrusor kasimin kontraktilitesinde ciddi yetersizlik ve iseme zorlugu olan hastalarda, her 4-6
sadtte bir kateterizasyon yapilmasinin, renal fonksiyonlarindaki bozulmaya karsi koruyucu
oldugu da bildirilmistir (175).

Cerrahi Tedavi

Iseme gucligl, refrakter asirt aktif mesane semptomlar: ve obstruktif olmayan retansiyonu
olan hastalarda sakral néromodulasyon umut verici bir tedavidir. Daniels ve arkadaslarinin
(2010) calismasinda, diyabetik hastalarda ve aym yastaki kontrol hastalarinda, sakral
noromodulasyonun etkinligi karsilastirilmis ve iki grup arasinda uzun dénem basar1 oranlari
ve iyilesme memnuniyeti agisindan anlamli fark bulunmamustir (176). Dunya ¢apindaki bir
klinik calismada diyabetik hastalarda, bes yillik izlemde sikisma tipi idrar kagirma, idrar
sikistirmasi/idrara gcikma sikliginda artis ve Uriner retansiyon semptomlarinda, sirasiyla %68,
%56 ve %71 iyilesme bildirilmistir (177). Diyabetik hastalarin, diyabetik olmayan kontrol
hastalarina gore enfeksiyona sekonder cihaz ekplantasyonu agisindan artmis riske sahip
olduklar1 belirtilmistir (176). Gunimuizde diyabetik hastalarda, refrakter asir1 aktif mesane
semptomlarimin tedavisinde botulinum toksin A kullammu ile ilgili ileriye yonelik klinik
calisma bulunmamaktadir. Bu populasyonda enjeksiyondan sonra temiz aralikli
kateterizasyon riski halen degerlendirilmemistir. Buna ragmen pratikte refrakter asir1 aktif
mesaneli diyabetik hastalarda, botulinum toksin A’nin intradetrusor enjeksiyonundan sonra
semptomlarda anlamli diizelme gorulmastur (2).
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4.6. Kluciuk GTPaz Ailes

Kiglk GTPaz'lar, 20-40 kDa'lik monomerik, G proteinlerinin o alt birimleri ile benzer
islevleri olan, guanin nikleotidi baglayan proteinlerdir. Hem GDP/GTP baglama, hem de
GTPaz aktiviteleri oldugu icin *'kiclk G proteini’’ olarak da adlandirilirlar. Kiigik GTPaz' lar
sentezlendikten sonra posttranslasyonel modifikasyona ugrarlar, C-terminal uglarina farnezil,

geranilgeranil, palmitoil gibi lipid yapilar eklenir (178).

GTP ile kompleks yaptiklar1 formda, sinyal iletiminde aktif, GDP ile kompleks yaptiklar
formda inaktiftirler. Kigik GTPaz larin aktivasyonu, kigik G proteinine bagli GDP nin
ayrilmasi ve onun yerine GTP nin baglanmasini uyaran ‘guanin nikleotid degisim faktord’
(guanine-nucleotide-exchange factor, GEF) tarafindan dizenlenir. Aktive olan kiguk
GTPaz larin efektor baglayan bolgesi, konformasyonel degisiklige ugrar ve hedeflerine
baglanmaya, onlarin aktivasyonunu saglamaya uygun hale gelir. Alfa sublnitindeki GTPaz
enziminin, aktive GTP'yi hidrolize etmek igin intrensek kapasiteleri vardir ancak bu aktivitesi
dusuktar, ‘GTPaz aktive eden protein’ (GTPase-activating protein, GAP)'lerin
stimulasyonuna ihtiyag duyar ve GAP tarafindan uyarilan GTP hidrolizi ile kiguk
GTPaz larin aktiviteleri sonlandirilmis olur (179, 180).

Guanin nikleotid ayirict inhibitérii (guanine nucleotide dissociation inhibitor, RhoGDI),
inaktif RhoA-GDP ile kompleks olusturarak sitoplazma iginde tutulmasina (sekestre) aracilik
eder. Rho ve Rab ailesinde vardir. Bu sitozolik proteinler, GTPaz larin aktivasyonunu
GEF ler ve efektor molekiller ile iliskisini bloke ederek onler (Sekil 7).

— : Alktin/tiibulin iskelati
: eop [ GEF /_atP Abtif Hilere adezyonn
Inalkif i B
— ere-hilers iliskisi
Rho Aho 1 " D¥iz kas kastlmast
Rho |\ — 'GDF GTP Efckiogy Sekresyon
GOP 4 - Endositoz
| e Rho GTPazlar Transkripsivon aktivasyonu
GDY ™\ 4 £ ey Ty
2 GAP ) aracihirvla sinyal  Foers dénglisl prograsyonu
- Tetimi " Hiicre transformasyonu
Apoptozis

Sekil 7. Kuguk GTPaz aktivitesinin diizenlenmesi
(181 nolu kaynaktan alinmustir).

33



Kuclik GTPaz lar yapisal benzerliklerine gore bes alt gruba ayrilan 100’'den fazla Uyeden

olusur:

1. Ras(Rat sarcomavirus) ailesi; plazma membraninin sitoplazmik yiziinde yerlesir, sinyal
iletimi ve gen ekspresyonundarol alir.

2. Arf (ADP ribosylation factor) ailesi; vezikdl trafiginin kontroll, o©zellikle htcre
membranindan vezikil formasyonunda gorev alr.

3. Rab (Ras-like protein from rat brain) ailesi; vezikiul hareketi ve flizyonunun kontroliinde
gorev arr.

4. Ran GTPaz ailesi; sitoplazma ya da nikleusta lokalizedir. Hicre siklusunun G1, S ve G2
fazinda nikleositoplazmik protein transportu, M fazinda mikrottibil organizasyonunda
gorev arr.

5. Rho ailes Uyeleri: Rho ailesi Gyelerinin insan genomunda 20 gen tarafindan kodlandig:
bilinmektedir. Rho (Ras homologue gene), Rac (Rasrelated C3 botulinum toxin
substrate), cdc42 (cell division cycle 42), RhoE, RhoD, TC10 bunlardan bazilaridir. Rho
(RhoA, RhoB ve RhoC olmak Uzere U¢ izoformu vardrr), Rac (Racl, Rac2 ve Rac3
olmak Uzere U¢ izoformu vardir) ve Cdc42 daha detayli galigilan Gyelerdir (180).

Kiclk GTPaz'lar aktive olduklarinda sitozolden, plazma membranina transloke olurlar. Ran
ailesi Uyeleri, ayrica sitozolden nikleusa transloke olur. Kicik GTPaz' lar hiicre bélinmesi,
apoptozis, hucre-matriks adezyonu ve migrasyonu ile ilgili sinyal yolaklarinda anahtar
duzenleyicilerdir. Hucrelerin normal gelisiminde ve fizyolojik olaylarda kritik rolleri
bulunmaktadir ve bu diizenlemenin bozulmas: kanser gibi hayat: tehdit edici hastaliklara yol
acabilmektedir (180).

4.7. Rho Ailes

Rho ailesi Uyeleri aktin hiicre iskeletinin organizasyonunda anahtar rol oynarlar (14). Rho,
Rac ve Cdc42'nin Swiss 3T3 fibroblastlarinda yapilan deneylerde, ekstraselliler sinyali
sirastyla stress fiberleri, lamellipod ve filopod formasyonuna donistirdikleri gosterilmistir
(15, 182). Rho ailesi tyeleri, hticre-hiicre iliskisi, hiicre motilitesi, sitokinezis (mitoz sonrasi
hicrenin bodlinmesi), santral sinir sisteminde ndronlarin gelisimi, diz kas kasilmasi,

sekresyon, endositoz, apoptoziste rol oynarlar Ayrica mitojen ile aktive edilen protein kinaz



(MAPK, mitogen-activated protein kinase) sinyal ileti yolagimt aktive ederek, gen
ekspresyonlarin daregile edebilirler (15, 181, 183).

4.7.1. Rho/Rho Kinaz Yolag

Rho geni, ilk olarak 1985 yilinda bir tir deniz tavsanm olan Aplysia dan Ras gen homologu
olarak elde edilmistir (184). RhoA proteini tim dokularda eksprese olmaktachr. inaktif ve
aktif formuna gore sitoplazma ya da plazma membramnda bulunur.

Rho’larin ana efektdr molekdlt bir serin-treonin kinaz olan Rho kinazdir. GUniimiizde Rho
kinazin ROKa (ROCK?2) ve ROKp (ROCK1) olmak tzere iki izoformu tanimlanmustir (185).
Bu izoformlar, amino ucunda kinaz alani, santral bdlgesinde ‘coiled-coil’ (Rho baglayan
bolge) alam ve karboksi ucunda plekstrin homoloji alan iceren buyuk proteinlerdir (150-160
kDa). Farede ROKo ve ROKp arasinda kinaz alanlar1 %90’ dan fazla korunmus olmakla
birlikte, kalan bolgeler sadece %55-70 korunmustur. Bu da iki enzimin farkli hicresel
fonksiyonlar: olabilecegini distundurir. Farede ROKa yiksek oranda beyin, kalp, akciger,
kas, plasenta ve fetusta eksprese olurken, karaciger, mide, dalak, bobrek ve testiste gbrece
daha az eksprese olur. ROKp izoformu, kalp, akciger, karaciger, mide, dalak, bobrek, testis,
plasenta ve fetiis, daha az olarak da beyin ve iskelet kasinda eksprese olur (185). ROKa ve
ROKB izoformlarimin ikisinin de sican (186), tavsan (187) ve insan (188) mesanesinde
eksprese oldugu gosterilmistir. Guniimiizde ROK o, ve ROKf3 izoformlar: arasinda fonksiyonel
farklilik halatam olarak agiklanamamustir.

RhoA’nin iyi bilinen diger efektdr proteinleri arasinda protein kinaz N (PKN), sitron kinaz,
memeli diaphanous protein (mDia), fosfatidilinositol 4-fosfat 5-kinaz (PIP5-kinaz) bulunur.
PKN1 ve PKN2 endozomal regilasyonda rol oynar. Sitron kinaz bir ROCK-aracili kinazdir
ve sitokineziste kritik rolti vardir. mDial, mDia2 ve mDia3, profilin aracili mekanizma ile
aktin polimerizasyonu ve hiicre gogu sirasinda mikrottibil stabilizasyonunda yer alir (189).

Rho kinazin aktivasyonu, birgok hiicre iskeleti proteininin fosforilasyonuna neden olarak,
stres fiberlerinin olusumunu ve ekstraselliler matrikse adezyonunu stimile eder (15, 183).
Kucik GTPaz RhoA, agonist stimiilasyonuyla indiklenen Ca®* sensitizasyonundan
sorumludur ve onun efektdr molektlli Rho kinaz, myozin fosfataz aktivitesini inhibe ederek
duz kas hucrelerinde kasilmanin devamliligint saglar (190).
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Rho/Rho kinaz sistemi, sistemik vaskiler tonus dizenlenmesine ve anormal diz kas
kontraksiyonunun dizenlenmesine katilarak hipertansiyona, koroner ve serebral arterlerde
gpazma neden olur. Rho kinaz inhibitéri Y-27632, hipertansif sicanlarda kan basincini
belirgin olarak dustrdr (191). Diger Rho kinaz inhibitéri fasudil ise stabil efor anjinali
hastalarda maksimum egzersiz siresini ve ST segment depresyonunun baslama zamanini
uzatmaktadir (192). Fasudil, cesitli hipertansif modellerde ekstraselltler matriks genlerinin
ekspresyonu, oksidatif stres, hiicre proliferasyonu ve makrofaj infiltrasyonunu baskilayarak
hipertansiyona bagli bébrek hasarini 6nlemektedir (193-195).

Rho/Rho kinaz Yolagm: Aktive Eden Faktorler

Rho/Rho kinaz yolag, ¢esitli fizyolojik uyari ve molekuller ile aktive edilir. Mesanede ilgili
ana yolaklar; muskarinik asetilkolin reseptorleri, endotelin, anjiyotensin, PKC, NO, ROS,
sfingosin-1-fosfat ve sfingosilfosforilkolin yolaklari, P2 pirinoseptérler, lisofosfatidik asit
(LPA) ve PGF,, dir (11).

Jezior ve ark. (2001), tavsan detrusor kasinda betanekol aracili kasilma yanitlarinin kismen
Rho kinaz aracil1 kalsiyum sensitizasyonu artisina bagli oldugunu bildirmistir (196). Ardindan
Ratz ve ark. (2002) tarafindan, tavsan mesane diiz kasinda CCh aracili kasilma yanitlarinin,
Rho kinaz inhibitorleri Y-27632 ve HA-1077 ile inhibe edildigi rapor edilmistir (197). Insan
mesane kasinda muskarinik agonist CCh’'un olusturdugu kasiima yanitlarini, selektif Rho
kinaz inhibitort Y-27632 nin doza bagimli olarak anlamli bigimde inhibe ettigi bildirilmistir
(5, 188). Benzer sekilde Y-27632' nin sican ve farelerde de mesanedeki CCh aracili kasilma
yanitlarint inhibe ettigi pek ¢ok calismada gosterilmistir (198-200). Ancak Rho kinazin kobay
mesanesinde muskarinik agonist aracili  kasima yamtinda major rol oynadigi
gogterilememistir (201-203).

Sican mesanelerinde artmis distansiyonun indikledigi oksidatif stresin, ROS dretimi ile
iliskili oldugunun gosterilmesiyle birlikte (204); ROS aracili Rho kinaz aktivasyonunun
mesane diz kas fonksiyonu veya disfonksiyonunun dizenlenmesinde rol oynadigi
disuntlmektedir (11). LPA, PGF,, ve sfingosilfosforilkolinin, Rho kinazi aktive ederek
myozin fosfataz hedef alt Unitesi 1 (myosin phosphatase target subunit 1, MYPT1)
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fosforilasyonunu ve kalsiyum sensitizasyonunu arttirdigi gosterilmistir (205). LPA, insan ve

sican mesane kultdr hiicrelerinde, anlamli kasilma yanit1 olusturmustur (206).

4.7.2. Racl

Rho ailesinin bir Gyesi olan Racl, ilk olarak Ras aracili C3 Botulinum Toksin Substrati 1 (ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1) adiyla 1989 yilinda bulunmustur (207). Son yillarda
Racl’in, aktin hiicre iskeletinin yeniden dizenlenmesi, hiicre farklilasmasi, DNA sentezinin
indiiksiyonu, sliperoksit Uretimi ve hiicre goci gibi cok cesitli hiicresel olaylarda temel rol
Ustlendigi gosterilmistir. Memelilerde, Rac proteinlerinin ¢ izoformu (Racl, Rac2, Rac3)
bulunmustur. Rac proteinlerinin aminoasit dizilimleri %90 benzerlik gdstermesine ragmen,
doku dagilimlar1 ve ekspresyon diizeyleri degiskenlik gosterir (208). Racl, pek ¢ok dokuda
genis bir dagilim gosterirken, Rac2 protein ekspresyonu daha ¢cok hematopoetik hlcrelerle
sinirlidir, kemotaksisin diizenlenmesi ve stiperoksit dretimine katilir (209). Rac3 proteinleri
beyin dokusunda yUksek oranda eksprese olur (210).

Racl, pek cok spesifik efektor molekdil ile etkilesir ve cesitli fizyolojik sonuglar1 olan ¢ok
sayida sinyal ileti yolaginin aktivasyonuna neden olur. Racl efektdr proteinleri arasinda ilk
bulunanlar, PAK (p21 ile aktive edilen kinaz) ailesidir. PAK, Racl’'e GTP araciligiyla
baglanarak PAK kinaz aktivitesini gugli bir sekilde uyarir ve hiicre iskeleti dinamikleri,
adezyon ve gen transkripsiyonuna yol agar (211, 212). Rac, bir reseptér tirozin kinaz olan
platelet kokenli blyime faktort (platelet-derived growth factor, PDGF) reseptori gibi cesitli
membran reseptorleri araciligiyla ekstraselltler sinyaller tarafindan aktive edilebilir. Racl,
PAK’1 kullanarak transmembranal GS'1 direkt aktivite eder ve hicre icinde ikincil mesajci
cGMP nin dizeyini arttirir. PDGF aracili fibroblast hticre go¢l ve lamellipod formasyonunda,
Rac/PAK/GS/cGMP yolagi gorevlidir (213). Racl, efektort ‘mixed lineage’ kinaz (MLK2/3)
ile INK yolagim aktive ederek nikleer sinyali etkiler (214, 215). Racl sinyali, hicresel
farklilasmamn anti-apoptotik ve hticre donglsii mekanizmalar: ile modulasyonunda 6nemli
rol oynayabilir. Racl, nikleer faktor kappaB (NFkB) transkripsiyon faktér aracil
duzenleyicileri pozitif olarak regile eder (216). Racl'in rol aldig1 hiicresel olaylar sekil 8'de

Ozetlenmistir.
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4.7.2.a. Racl Aracihgiyla Gercgeklesen Hicresel Olaylar

ROS Uretimi

Racl, transkripsiyon faktor aktivasyonu, proliferasyon, transformasyon, apoptozis ve hiicresel
immun yanit gibi ¢esitli fonksiyonlarin diizenlendigi hticrelerde ROS olusumuna katilir (217,
218). Mikroorganizmalara kars1 savasan fagositik hiicrelerde NADPH oksidaz aktivasyonu
icin Racl gereklidir (219, 220). Racl'in superoksit anyon Uretimini katalize eden NADPH
oksidaz i¢in koordine edici protein oldugu gosterilmistir. NADPH oksidaz enzimi fagositlerde
ve daha az olmakla birlikte nonfagositik hiicrelerde ROS Uretimini katalize eden bir enzimdir.
Bu enzimin membranal (gp91phox ve p22phox) ve sitozolik (p47phox, p40phox, p67phox ve
Rac) komponentleri bulunmaktadir. NADPH oksidaz enziminin aktive olabilmesi icin
sitoplazmik komponentlerinin bir araya gelmesi ve membranal subinitleri aktive etmesi
gereklidir (16). Racl'in ROS Uretiminde ve dolayisiyla ROS'a bagli olarak gelisen
komplikasyonlarda ve hastaliklarda rolli oldugu distnilmektedir. Insan ve farede endotel,
fibroblast ve duz kas hicrelerinde ekspresyonu artan Racl’in, hicre ici ROS 0retimini
indukledigi gosterilmistir. Arter diiz kasinda Racl/NADPH sisteminin diiz kas tonusu ve
proliferasyonuna katkida bulundugu gosterilmistir (221).
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Apoptozis

Racl, bir onkogen Uriint olan p21-ras in efektdridur. Ras onkogeni tarafindan kodlanan p21-
ras proteini, insanlarda gelisen birgok tumorde 6nemli onkogenlerden biridir (222, 223).
Onkojenik Ras proteini tarafindan aktive edilen efektorlere bagli olarak, p21-ras in, apoptotik
yolakta hem pozitif hem negatif diizenleyici etkileri oldugu gosterilmistir (224).

Racl timor hicrelerinde aktin polimerizasyonu, JNK aktivasyonu ve hiicre ici sliperoksit
anyon Uretimi gibi farkli yollarda gorev almaktadir. Fosfoinositid-3-kinaz (Pl3-kinaz)
aktivasyonu, Rac ve Akt/PKB kinaz (ptotein kinaz B) yolagimt aktive eder. Akt/PKB
yolaginin indiksiyonu, timor hicrelerinin sagkalime ile ilgilidir (225).

Rac aktivasyonu transforme fibroblastlarda mitojenik sinyal ile iligkilendirilmistir (226, 227).
Rac aktivasyonunun etkileri ile ilgili bildirilen raporlarin birincisinde, Rac aktivasyonunun
Ras tarafindan indiklenen apoptozisi inhibe ettigi (228) bildirilmis; ikinci galigmada ise
insllin reseptéri aracili sagkalim sinyali, Akt/PKB yolagindan bagimsiz olarak Rac
aktivasyonu ile iliskilendirilmistir (229). Bu iki yayindan elde edilen bilgiler, Rac
aktivasyonunun, hiicre cogalmasina ek olarak, apoptotik uyarilara verilen timor hiicre yanitini
regule edebildigini gostermektedir (224).

Racl, NADPH oksidaz enziminin bir subiniti olarak ROS olusumunu arttirdigindan, artmis
hicre ici serbest radikallere bagli olarak, hiicre blyUumesi, gocl, trasnsformasyonu ve
apoptozis gibi pek ¢cok hiicresel olayda rol oynamaktadir (230, 231). Diyabetik farelerde Racl
aracili NADPH oksidaz aktivasyonunun, kardiyomyositlerde (231) ve intestinal epitelyal
hicrelerde (232) apoptozise neden oldugu gosterilmistir. Ancak bazi ¢alismalarda Racl’in
hicreleri apoptozisten korudugu da bildirilmistir (233, 234).

Racl’'in, NADPH oksidaz enziminin bir subiniti olarak ROS olusumunu arttirdigi ve artrmis
hiicre ici serbest radikallere bagli olarak apoptozis gibi pek ¢ok hiicresel olayda rol oynadigi
dustnulirse; Racl’i inhibe eden tedavilerin, diyabete bagli komplikasyonlarin 6nlenmesinde

veyatedavisinde etkili ve yararli olabilecegi ileri strdlmustdr (231).
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4.7.2.b. Hucresel Olaylarda RhoA/Racl Arasindaki Denge

Kuctk GTPaz lar Racl ve RhoA’nin pek ¢ok fizyolojik ve patolojik olayda bir denge icinde
aktivite gosterdikleri ve birbirlerinin etkilerini module ettikleri bilinmektedir. RhoA ve
Racl'in endotel hicrelerindeki aktin hicre iskeletinin kontroltiinde zit etkili olduklari
hipoksi/reoksijenasyon modelinde gosterilmistir. Racl aracili ROS olusumu, RhoA
aktivitesinde down-regilasyona ve eszamanli olarak hiicre membraninda buzismeye ve
integrin aracili hiicre yayilimina neden olmaktadir (15).

Yine RhoA’nin endotel hiicrelerinde NO Uretimini suprese ettigi ve RhoA aktivasyonunun,
endotel htcrelerinde NO yapimini azaltarak endotel disfonksiyonuna katkida bulundugu
bildirilmektedir (235). Racl endotel hicrelerinden NO salimmimi arttirarak damarlarda
gevsemeye neden olurken, RhoA ise NO salintmini inhibe ederek kasici etkiye neden olur
(236). Racl’'in damarlardaki etkisini baslica efektdr molekili olan PAK’1 aktive ederek ve
aym zamanda RhoA’yi1 inhibe ederek gostermektedir. Literatirde RhoA ve PAK’1n vaskiler
reaktivitenin regulasyonuna vaskiler duz kas hucrelerinde MLCP veya MLCK’1 inhibe
ederek katkida bulundugu gosterilmistir. Hemorajik sok sonrasi vaskiler reaktivitenin bifazik
degisikliginin dizenlenmesinde de RhoA ve Rac 1 aktiviteleri arasindaki denge 6nemli rol
oynamaktadir. RhoA’min pozitif diizenleyici etkisi varken, Racl’in negatif dizenleyici etkisi
vardir. RhoA ve Racl’'in vaskiler reaktiviteyi dizenlemesinde ana yolaklar sirasiyla Rho
kinaz ve PAK yolagidir (237).

Hucre kontraksiyonu, dinamik membran tomurcuklanmasi, nikleer disintegrasyon ve
apoptotik hiicrelerin apoptotik cisimlere fragmentasyonu gibi apoptozisin islem (execution)
fazinda meydana gelen morfolojik olaylarda, Rho kinaz enziminin majér diizenleyici oldugu
bilinmektedir (238). Hucre iskeletinin yeniden dizenlenmesi ile timér hicrelerinin
invazyonu, metastazi ve regulasyonu bozulan mikrogevre iliskisi arasinda guclu bir
korelasyon bulunur. Birgok preklinik modelde, Rho kinaz inhibitdrlerinin timoér blyimesi ve
metastazin azaltmadaki etkililiginin kayda deger oldugu gosterilmistir. Ilging olarak hiicrenin
son kararini kontrol eden Rho kinaz aracili molekiler mekanizma bilinmemekle birlikte, Rho
kinaz sinyalinin, hicre tipine ve ortama bagli olarak hem pro-apoptotik hem de ‘pro-survival

(hticrenin sagkalimi)’ oldugu gosterilmistir (239).
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Rho ile iliskili genlerin ekspresyonu, mikroarray, gqPCR ve Western blotting yontemleri
kullalarak 0rotelyal hicreli karsinom (UCC) orneklerinde, normal Grotelyum ile
karsilastrmali olarak incelenmis ve Rho ile iliskili genlerin buylk c¢ogunlugunun
ekspresyonunun, UCC 6rneklerinde artmis oldugu bulunmustur. Mesanede UCC gelisimi ve
ilerlemesinde, RhoA, RhoB, RhoC, Racl ve Cdc42 ekspresyonundaki degisikliklerin 6nemli
rol oynadig: bildirilmektedir (240). insanlarda RhoA ekspresyon artisinin, apoptoziste ikincil
mesgjc1 olan seramid Uretiminin artisi ile korele oldugu bildirilmistir (241). Yukarida
belirtildigi gibi, onkojenik Ras proteini tarafindan aktive edilen efektorlere bagli olarak,
Racl’'in, apoptotik yolakta hem pozitif hem negatif diizenleyici etkileri oldugu gosterilmistir
(224). Dolayistyla RhoA/Racl arasinda apoptotik yolaklarin diizenlenmesinde de bir denge
oldugu oldugu bilinmektedir.

Y ukarida belirtilen calismalar bir arada degerlendirildiginde hem RhoA hem de Racl aracili
sinyal ileti yolaklarinin hem apoptotik hem de antiapoptotik sireglerde rol oynadigi
gorulmektedir. Diyabette gelisen farkli komplikasyonlarda apoptozisin roli pek ¢ok
calismada gosterilmistir. Diyabetik nefropatide, apoptozisin énemli bir rolt oldugu birgok
caismada bildirilmektedir  (242-245). Diyabette gelisen komplikasyonlarda  kiguk
GTPaz larin apoptotik ya da antiapoptotik stireclerde rolleri arastirilmaktadir.
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. ORGAN BANYOSU
Izole diz kas preparatlarinda organin vicut disina cikarillarak uygun bir ortamda canl

tutulmasi, ortamin kimyasal yapisinin dizenlenmesi, ortam sicakligimin denetlenmesi ve
optimum oksijenasyonun saglanmas: suretiyle yapilir. Izole organ preparatlarinin incelenmesi
icin kullarlan tekniklerden birisi izole organ banyosu sistemidir. Bu sistemde bir Ggtinclyle
aralarinda baglantinin saglandig: iki 6ge vardir. Bunlardan ilki, preparata optimal in vitro
sartlart saglayan biyolojik sistem, ikincisi ise 6lcme sistemidir. Bu iki sistem arasindaki
mekanik baglantiy: saglayan transmisyon (aktarim) da Gi¢lncl sistemi olusturmaktadir (Sekil
9, Resm1).

BIYOLOIJIK SISTEM

Organ Transmisvon OLCUM SISTEMI
Organ banvosu (transduser) Amplifikatér
Fizvolojik ¢ozelti Kavit cihazi
Termostatik kontrol i

Havalandmima

Test maddesi

Sekil 9. Izole organ preparatlarinin incelenmesinde kullanilan sisteme ait diyagram

In vitro calisilacak bir orgamin canlihginin korunmasindaki en 6nemli kosul, organin
bulunacag: ortamdir. Ozellikle ayni tiirden elde edildigi zaman gerekli gazlar: tasima 6zelligi
acisindan kan en iyi ortamdir. Ancak kamn temininin zor ve pahali olmasi, icerdigi aktif
maddeler nedeniyle spontan aktivitelere sebep olmasi ve incelenen ilacin etkinligini
degistirebilmesi gibi nedenlerle kan kompozisyonuna yakin fizyolojik tuzlu su ¢ozeltileri
kullanilmaktadir. Bu tuz ¢ozeltilerinin bilesiminde enzimler, reseptorler vs. gibi proteinlerin
islevleri icin gerekli olan Na', K*, Mg?* ve CI” iyonlarinin bulunmasi gereklidir. Hicrelerdeki
fonksiyonel proteinlerin H* iyonuna kars1 duyarli olmalar1 ve bunlar Uzerinden olusan
yanitlarin dar bir pH araliginda ortaya ¢ikmas: nedeniyle bazi kimyasal maddeler (HoPO,,
HCOs;, albumin, aminoasitler, tris ve benzeri organik tamponlar) fizyolojik tuz ¢ozeltilerinin
tamponlanmasinda kullanilirlar. Tamponlama ile amaglanan pH' min nétral (7.4) dizeyde
olmasidir. Deney siiresince fizyolojik tuz cozeltisinden %950, + %5 CO, gaz karisimi
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gecirilerek, dokuya gerekli oksijen iletimi saglamr. Organ banyolarinda, canlilardan elde
edilen dokularin fizyolojik yantlarimin  saglanmasi icin 37°C civarinda sicakliklar
kullamlmalidir. Bu amag icin ceketli sistem kullamimakta, banyo ceperindeki ceketten
1sitilmis su gecirilmektedir.

Resim 1. zole organ preparatlarinin incelenmesinde kullanilan sistem

izole diiz kas preparatina taze fizyolojik ¢ozelti saglamak ve calisma sirasinda eklenen test
bilesiklerini uzaklastirmak icin preparatlar belirli aralarla yikanir. Bu ¢alismada kullanilan
yikama seklinde, banyo dnce tamamen bosaltilir ve sonra bosaltma muslugu kapatilarak taze,
uygun sicakliktaki c¢ozelti ile doldurulur. izole diiz kas preparatimn organ banyosuna
asilabilmesi igin organ askisina ihtiyag vardir. Once organ bu askiya baglanir ve sonra organ
banyosunun igine yerlestirilir. Preparat ve transduser arasindaki baglanti iple saglanmir. Dokuya
ait yanitlar transduser araciligiyla amplifikatére oradan da kaydediciye iletilir ve doku yaniti
hareketli kagit Uzerine yazdirilir.



5.2. KONSANTRASYON-YANIT EGRILERI

Konsantrasyon-yanit egrisi, bir maddenin organ banyosundaki konsantrasyonu ile onun
preparat Uzerindeki etki siddetini gostermektedir.

5.2.1. Agonistlerin test edilmes

Izole organa baska herhangi bir madde verilmeksizin sadece test maddesinin uygulanmasidr.
Bir agonist test edilirken doz kademeli olarak arttirilir. Bu islem en kigik cevabin alindigi
konsantrasyondan baslar ve maksimum etki elde edilinceye kadar sirdurtlir. Organ
banyosundaki konsantrasyon M (mol/L) olarak ifade edilir ve onar onar (10, 20, 30, ...),
aritmetik olarak (1, 2, 4, 8, ...) veyalogaritmik olarak (1, 3, 10, ...) arttirilabilir.

5.2.2. Konsantrasyon-yamt egrisine iliskin terimler

Maksmum Etki (Emax): Preparata zarar vermeksizin onun verebilecegi maksimum cevabi
olusturan konsantrasyondur. Maksimum doz, artan konsantrasyonda uygulanan test
maddesine maksimum yanit alindiktan sonra konsantrasyonun arttirilmasina karsin doku
cevabinin daha fazla artmadig1 hatta azalmaya bagladig1 konsantrasyondur.

Medyan efektif konsantrasyon (ECso veya EDsp): Maksimum etkinin %50’ sini olusturan
konsantrasyondur. Cesitli ilaclarin aktivitelerinin arastirilmasinda kullanilan bir parametredir.
pD- (-log ECsp) ise, ECso degerinin negatif logaritmasidir.



5.3. ARASTIRMA YONTEMI

5.3.1. Calismada K ullamlan Hayvanlar

Calismada 200-250 g erkek Wistar sicanlar kullanmildi. Tim hayvanlar calisma saatine dek

yem yeme ve su icme serbestligine sahip oldular. Sicanlar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik

siklusunda, ortam sicakliginin 22+2 °C oldugu laboratuvar kosullarinda bulunduruldular.

5.3.2. Diyabetes M ellitus Olusturma

Sicanlarda diyabet olusturmak icin sitrat tamponu (0.02 M, pH 4.5) icinde ¢ozUndurtlmts

streptozotosin (STZ) i.p. tek doz (45 mg/kg) enjekte edildi (246). Enjeksiyondan sonraki 3-4.

gunlerde kuyruk venlerinden alinan bir damla kan o©rneklerinden, glukometri cihazi

(Medisense Optium glucometer, Abbott Laboratoires, Bedford MA) kullanilarak kan sekerleri

(KS) dlculdli; kan sekeri 300 mg/dl ve Uzerinde olanlar diyabetik kabul edildi. Tedavi

gruplarinda ilag tedavileri ve salin uygulamalari, KS’leri 6lciminden sonra baslayarak sekiz

hafta uygulandi. Salin enjeksiyonlarimn amaci tedavi gruplarinda uygulanan ilag
injeksiyonlarina bagli stres sirecini esit kilmakti. Sekiz haftanin sonunda hayvanlar deney

icin kullanild: (247).

5.3.3. Deney Gruplari

1. Kontrol grubu (K): STZ'in ¢oziclsu olan sitrat buffer (0.02 M) i.p olarak tek doz
uyguland: ve 3-4. gunlerde KS’leri 50-135 mg/dl arasinda olan sicanlar normal kabul
edildi ve bu hayvanlara sekiz hafta siireyle diger gruplarla esdeger hacimde salin s.c.
uyguland (n=8).

2. Diyabetik kontrol grubu (Diyabet grubu, D): STZ ile diyabetize edildikten sonra KS’ leri
300 mg/dI ve Uzerinde olan hayvanlara sekiz hafta siireyle diger gruplarla esdeger hacimde
salin s.c. uyguland: (n=10).

3. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubu (DI): Diyabetize edildikten sonra KS’leri 300
mg/dl ve Uzerinde olan hayvanlara sekiz hafta sireyle 6 U/kg/gin NPH insilin s.c.
uyguland: (n=10).

5.3.4. Deneyden Cikarilma Kriterleri

Hayvanlarin baslangig, haftalik ve deney sirasindaki agirliklart kaydedildi. Diyabete bagli

hayvanlarin su ve yem ihtiyaci artacag: icin ginde iki kez suluklari1 ve yemleri kontrol edildi.

Bu slre i¢inde baslangi¢ vicut agirligimin %15’ indan fazlasim kaybeden (diyabete bagl: kilo

kaybi beklenmekle birlikte, bu genellikle %15’in altinda olmaktadir), dehidratasyon ya da

enfeksiyon tespit edilen sicanlar deneyden ¢ikarildh.
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5.3.5. Organ banyosu deneyleri

Sekiz haftamn sonunda hayvanlar eter koklatilarak sersemledikten sonra servikal
dislokasyonla olduriltp ekstremitelerinden sican yataklarina sabitlendikten sonra deri ve deri
alt1 dokusu karnin ortasindan boyuna dek uzunlamasina kesilerek acildi, mesaneleri hizlica
alindi. Cevre bag dokusu temizlendikten sonra mesaneden 2 mm x 10 mm boyutlarinda tg
longitudinal serit hazirlands. Preparatlar spontan aktiviteyi azaltmak icin 32°C’ de 1sitilan, %95
02 + %5 CO;, ile gazlandirilan Krebs Henseleit soltisyonu (mM olarak; NaCl 118.2, KCI 4.8,
CaCl;, 2.5, KH,PO, 1.2, MgSO4 1.2, NaHCO;3 25, glukoz 11, pH 7.4) iceren 10 ml’lik organ
banyolarina asildi. iki gr'lik izometrik dinlenme gerilimi uygulandiktan sonra 30 dakika
dinlenme periyoduna birakildi. Asilan bu preparatlarda diz kas kasilma yanitlari organ
banyosunun igine asagidaki ajanlar uygulanarak degerlendirildi:

Karbakol (CCh) (10°-10* M) kiimiilatif dozda denenerek doz-yanit egrileri cizildi (n=8-10) .
Her bir grup igin CCh Emax ortalamalari ve pD, degerleri hesapland.

Protokol 1

30 dakikalik dinlenme sonrasinda diiz kas kasilmasina RhoA’ nin aracilik edip etmedigi Rho
kinaz inhibitori Y-27632 ile Racl'in aracilik edip etmedigi ise Racl inhibitorii NSC 23766
ile degerlendirildi. Bu amagla mesane dokular: Y-27632 (0.1, 1 ve 10 uM olmak Uzere 3 ayri
doz) ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra CCh (10°-10* M) kiimiilatif dozda denenerek doz-
yanit egrileri cizildi ve Y-27632'nin CCh kasiimalarim doza bagimli olarak inhibe edip
etmedigi degerlendirildi. Racl etkileri i¢in de organ banyosuna NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM
olmak iizere 3 ayr1 doz) 30 dakika inkiibe edildikten sonra CCh (10°-10* M) kiimillatif dozda
denenerek doz-yanit egrileri ¢izildi ve NSC 23766’ min CCh kasilmalarin1 doza bagimli olarak
inhibe edip etmedigi degerlendirildi. Rho kinaz inhibitdri Y-27632 ve Racl inhibitori NSC
23766'nin birbirlerinin etkisini degistirip degistirmedigini (arttirici ya da azaltici yonde)
inceleyebilmek icin her iki inhibitor, ekimolar konsantrasyonlarda (0.1, 1 ve 10 uM olmak
Uzere 3 ayr1 doz) kombine edilerek es zamanli olarak organ banyosuna eklendi ve 30
dakikalik inkibasyon sonrasinda CCh kasilmalarimi doza bagimli olarak inhibe edip
etmedikleri degerlendirildi (n=5-8).

Protokol 2

RhoA ve Racl'in Urotelyal fonksiyonlar Uzerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla
Urotelyumdan salinan mediyatorlerden biri olan prostaglandinler ileiliskisi degerlendirildi. Bu
amacla prostaglandin sentezini inhibe etmek icin siklooksijenaz inhibitori indometazin

46



varliginda deneyler tekrarlandi. Bir saatlik dinlenme periyodundan sonra organ banyosuna
indometazin (5x107 M) ilave edilerek bir saat inkiibe edildi (23.Pinna C. 1992). Sonrasinda
protokol 1 uygulanarak Rho kinaz inhibitorii Y-27632 ve/veya Racl inhibitori NSC
23766'mn indometazin varliginda CCh kasilmalarimi doza bagimli olarak inhibe edip
etmedigi degerlendirildi (n=5-8).

5.3.6. Biyokimyasal analizler

Kan sekeri bakildi. Bu amacla servikal dislokasyonla dldirilen tim hayvanlarin vena cava
caudalis' lerinden 1-2 ml kan hizl bir sekilde alind: (kalp ¢ikarilmadan 6nce) ve buradan elde
edilen serumlar -20 °C’ de saklandi, ¢aligmanin sonunda hepsine birden bakildi.

5.3.7. Mesanedeki degisikliklerin histolojik olarak gosterilmes

Servikal dislokasyon sonrasi histolojik inceleme icin mesane boynundan bir cm’lik kisim
%10'luk formalin igine almarak iki gin tespit olmasi icin bekletildi. Rutin histolojik takip
asamalarindan sonra dokular parafine goémuldi. Isik mikroskopik inceleme igin bes p
kalinliginda alinan kesitler hematoksilen-eozin ile boyand: ve histopatolojik degisiklikler
acisindan degerlendirildi. Histomorfometrik 6lgiimler ‘UTHSCSA Image Tool 3.0 software
programi kullanilarak yapild.

Isik Mikroskobik Doku Takip Protokold: %10 luk formaldehit ile tespit edilen doku
ornekleri, fiksatiflerin uzaklastirilmalari amaciyla bir gece akarsu altinda yikandiktan sonra
dehidratasyon amaciyla 20’ser dakika %70’ den %95’ e artan etil alkol serilerinden gegirildi.
Ardindan 20’ ser dakika dort degisim aseton sollisyonlarindan gegirildikten sonra iki degisim
30'ar dakika ksilolde tutuldu. 60°C' lik etiiv igerisinde iki degisim parafin uygulamp birer saat
parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar igerisine gomuldi. Parafin
bloklardan inceleme yapmak amaciyla mikrotom araciligi ile bes pum’lik kesitler alindi.
Hematoksilen-Eozin Boyama Protokoli: Mikrotom (Leica, RM 2255) aracilig: ile alinan
bes p’'luk parafin kesitler deparafinizasyon islemi icin bir gece 60°C’lik ettivde birakildiktan
sonra, 20’ er dakika U¢ degisim ksilolde tutuldu. Ardindan dehidratasyon islemi igin %95’ den
%70’ e azalan alkol serilerinden gecirilen kesitler 10 dakika akarsu altinda yikandi. 10 dakika
hematoksilen (Surgipath, 01562E, Bretton, Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan, boyanin
fazlasinin dokudan uzaklastirilmas icin 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, iki dakika eozin
(Surgipath, 01602, Canada) boyasi ile boyandi. Ardindan sirastyla %80 ve %95'lik alkol
serilerinden gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30'ar dakika iki
degisim ksilolde tutulduktan sonra entellan (Merck) ile kapatildh.
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Immunhistokimyasal Yéntem: RhoA ve Racl immunreaktivitelerinin gosterilmesi amaciyla
RhoA (sc-418, Santa Cruz Biotechnology) ve Racl (sc-217, Santa Cruz Biotechnology)
antikorlar1 kullanildi. Immunhistokimyasal inceleme icin 60°C lik etiivde bir gece ve ksilolde
Uc degisim 20’ ser dakika deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate
edildikten sonra 10 dakika distile su ile yikandi. Dokuya zarar vermeden kurulanip dakopen
(Dako, Glostrup, Denmark) ile gevreleri stnirlandi. Tripsin (00-3008, Digest All 2A, Zymed,
San Francisco, California, CA) soliisyonu iginde 37°C etlivde 15 dakika tutulan kesitlere,
doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 10 dk %3’ Itk hidrojen peroksit uyguland:.
3x5'er dakika fosfat tampon soltisyonu ile yikanan kesitler bir saat oda isisinda bloklama
solusyonu (Invitrogen, Histostain-Plus Broad Spectrum, 85-9043) ile inkibe edildi ve
ardindan yikama yapilmadan primer antikorlar ile bir gece +4°C’de inkiibe edildi. Ardindan
fosfatli tampon solisyonu ile U¢ defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder antikor
(Invitrogen- Plus Broad Spectrum 85-9043) ile 15 dk inkiibe edildi. PBS solusyonu ile yikama
yapildiktan sonra enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin)
(Histostain- Plus Broad Spectrum 85-9043) 15 dakika uygulandi. Reaksiyonun gorunir hale
getirilmesi icin Diaminobenzidin (DAB) (1718096, Roche) kullamldi. Zemin boyamasi Harris
hematoksilen yapildi. Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler ksilol
ile seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatildi. Isik mikroskobu ile incelendi.
Immunhistokimyasal degerlendirme semikantitatif yontem ile yapildi. Her preparat icin
rastgele secilen U¢ alan sayildi. Bu yontemde O; boyanma yok, 1:Az boyanma, 2:Orta
boyanma, 3:Siddetli boyanma olarak iki farkl: histolog tarafindan kor olarak degerlendirildi.

5.3.8. istatistiksel analiz

Farkli gruplar arasindaki parametrik degerlerin karsilastirilmas: igin varyans analizi
(ANOVA) ve gruplar arasindaki farkin anlamlilik testi igin Bonferroni testi uygulandi.
Immunhistokimyasal verilerin andlizinde gruplar arast farkhilik Kruskal Wallis, gruplar
arasindaki farkliligin hangi gruptan kaynaklandig: ise Mann-Whitney U testi ile analiz edildi.
Istatistiksel analiz icin ‘Prism 4.0, GraphPad Software’ adli bilgisayar program kullanildh.
Calismadaki tim degerler, ortalamatSEM olarak verildi. Istatiksel olarak anlamlilik p<0.05
olarak gozetildi.
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6. BULGULAR

6.1. Hayvanlarin Vicut ve M esane Agir iklari, Kan Sekeri Degerleri

Sicanlarin vicut agirliklar: diyabet grubunda, kontrol (p<0.05) ve insiilin tedavisi verilen
diyabet (p<0.01) gruplarina gore anlamli olarak azaldi. Mesane agirliklart ise diyabet ve
insllin tedavisi verilen diyabet gruplarinda, kontrol grubuna gore anlamli olarak artti
(p<0.05). Kan sekeri degerlerinin diyabet grubunda, kontrol ve insiilin tedavisi verilen diyabet
gruplarina gore artmis oldugu saptandi (p<0.01, Tablo 1).

Tablo 1. Tum gruplarda hayvanlarin vicut agirligi, mesane agirligi ve kan sekeri degerleri

Vicut agir g (g) Mesaneagirhgr (g)  Kan sekeri (mg/dl) # H;))//\l/;n
K 231+7 0.15+0.02 210+16 8
D 188+11 * 0.22+0.01 536£35 *+ 10
Di 234+117 #»= 0.21+0.01 29047 #»= 10

* p<0.05, ** p<0.01 K grubunagdre, *** p<0.01 D grubunagtre
# Kan sekeri degerleri, tokluk kan sekerlerini gostermektedir.

6.2. Mesane Detrusor K as K aslmasindaki Degisikliklerin Incelenmesi

6.2.1. KClI Ile Elde Edilen K ontraktil Yanitlar

Organ banyosuna asilan mesane detrusor duz kas seritlerine, KCl (120 mM) uygulanmast,
tim deney gruplarinda kasilma yanitlar: olusturdu. KCI'e bagli kasilma yanitlari, diyabet
(6707+£257 mg) ve insiulin tedavisi verilen diyabet (6655+254 mg) gruplarinda, kontrol
grubuna (5647+233 mg) gore anlaml1 olarak artti (p<0.05, Sekil 10).
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Sekil 10. Tim gruplarda KCI uygulamas: sonrasi mesanede olusan kasilma yanitlar:

Kasilima (mg)

* p<0.05 K grubuna gére
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6.2.2. Kiimiilatif K arbakol ile Elde Edilen K ontraktil Yamtlar

Kumilatif dozlarda uygulanan karbakol (CCh,10°-10* M), tim gruplarda doza bagimli
kasiima yanitlar1 olusturdu. Diyabet ve insilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda, CCh
kasilma yanitlar: yiiksek konsantrasyonlarda (10® ve 10 M), kontrol grubuna gére anlaml:
olarak artt1 (p<0.001, Sekil 11).
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Sekil 11. Tiim gruplarda kiimiilatif dozlarda uygulanan CCh (10°-10* M) kasilma yanitlari
* p<0.001 K grubuna goére

Ancak CCh kasilmalar,, KCI (120 mM) kasimalarimin %’'si olarak degerlendirilip
karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlaml1 bir fark bulunmad: (p>0.05).
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CCh Emax degerleri, diyabet (7437+276 mg) ve insilin tedavisi verilen diyabet (7445+243
mg) gruplarinda, kontrol grubuna (6233+259 mg) gore anlaml1 olarak artti (p<0.01, Sekil 12).
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Sekil 12. Tum gruplarda CCh Emax degerleri

* p<0.01 K grubunagére

CCh pD; degerleri, kontrol grubunda 5.90+0.03, diyabet grubunda 5.80+0.04, insilin tedavisi
verilen diyabet grubunda 5.91+0.03 olarak hesaplandi. Gruplarin CCh pD, degerleri arasinda
anlamli bir fark bulunmad: (p=0.101, Sekil 13).
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Sekil 13. Tum gruplarda CCh pD-, degerleri
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6.2.3. Indometazin Varhginda CCh Y anitlarindaki Degisiklikler

indometazin (5x10° M) varliginda, CCh (10°-10* M) % kasiima yanitlari, tim deney
gruplarinda anlamli olarak inhibe oldu (p<0.001, Sekil 14). CCh kasima yanitlar
indometazin varliginda, kontrol grubunda %23, diyabet grubunda %30, insilin tedavisi
verilen diyabet grubunda %29 oramnda azald: (p<0.001).
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Sekil 14. Tum gruplarda indometazin yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlar:
* p<0.001 grupici CCh'lerine gore,

£ p<0.01 K CChveDi CCh'egore,

# p<0.001 K ind'egore
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Indometazin varliginda CCh Emax degerleri, tim gruplarda azalch (p<0.001, Sekil 15).
Indometazin yoklugunda kontrol, diyabet ve insiilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda
sirastyla 62331259, 7437+276, 74451243 olan CCh Emax degerleri, indometazin varhiginda
sirastyla 4658+248 (p<0.01), 4971+257 (p<0.001) ve 5389+298 mg (p<0.001) olarak bulundu
Indometazinin yaptig1 inhibisyon agisindan, (i grup arasinda anlamli bir fark yoktu.
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Sekil 15. Tum gruplarda indometazin yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri
* p<0.05 K CCh'e gore,
# p<0.001, 6 p<0.01 grup ici CCh'lerine gére

Indometazin varliginda CCh pD, degerlerinin tiim gruplarda azaldig:, ancak diyabetik grupta
anlamli bir azalmamn olmachg gozlendi (p<0.001, Sekil 16). Indometazin yoklugunda
kontrol, diyabet ve insiilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda sirasiyla 5.90+0.03, 5.80+0.04,
5.91+0.03 olan CCh pD, degerleri, indometazin varliginda sirastyla 5.60+0.03 (p<0.001),
5.68+0.07 ve 5.57+0.05 (p<0.001) olarak bulundu.
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Sekil 16. TUum gruplarda indometazin yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri
* p<0.001 grup i¢i CCh'lerine gére
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6.2.4. Kontrol Grubunda Kiigiik GTPaz larin Inhibisyonuna Bagli CCh Y anitlarindaki
Degisiklikler

6.2.4.a. Rho Kinaz Inhibitérii Y-27632 Varhginda CCh Y anitlar

Y-27632 varhginda CCh (10°-10* M) kasiimalari, inhibitér yoklugunda elde edilmis CCh
yanitlarinin yizdesi olarak alindiginda, Y-27632nin doza bagimli (0.1, 1 ve 10 uM) olarak
CCh'e bagli kasilma yanitlarim inhibe ettigi gbzlendi. CCh kasiima yanitlarinda gorilen
inhibisyon sirasiyla %20, %30 ve %48 olarak bulundu (p<0.001, Sekil 17).
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Sekil 17. Kontrol grubunda Y -27632 yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlar
* p<0.001 CCh'e gore,

€ p<0.001Y-27632 (0.1 ve 1l uM)'agore

#p<0.01 Y-27632 (0.1 uM)'agore

¥ p<0.01 Y-27632 (1 uM)'agore



CCh Emax degerleri, Y-27632 varliginda U¢ konsantrasyonda da (0.1, 1 ve 10 uM) azalmis
olmakla birlikte istatistiksel anlamlilik sadece yiksek (10 uM) konsantrasyonda bulundu
(p<0.001, Sekil 18). Kontrol CCh Emax degeri 6233+259 mg iken, Y-27632 (0.1, 1 ve 10
MM) varhiginda sirastyla 5084+630, 5162+245 ve 2708519 mg’ a dust.
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Sekil 18. Kontrol grubunda Y -27632 yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri
* p<0.001 CCh'e gore

Kontrol CCh pD, degeri (5.90+0.03), Y-27632 varliginda (0.1, 1 ve 10 puM), sirast ile
5.69+0.03, 5.62+0.09 ve 5.25+0.05 olarak hesaplandi (p<0.001, Sekil 19).
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Sekil 19. Kontrol grubunda Y -27632 yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri
# p<0.001, * p<0.01 CCh'e gire,

¥ p<0.001 Y-27632 (0.1 uM)'a gore,

& p<0.05 Y-27632 (1 uM)'agire
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6.2.4.b. Racl inhibitérit NSC 23766 Varhginda CCh Yamtlar:

NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) varliginda elde edilen CCh (10°-10* M) yanitlari, inhibitér
yoklugunda elde edilen CCh kasilma yanitlarimin yiizdesi olarak alindiginda, NSC 23766’ nin
CCh kasilma yanitlarint dozdan bagimsiz olarak inhibe ettigi gozlendi (p<0.001, Sekil 20).
NSC 23766’ nin t¢ konsantrasyonun yaptig: inhibisyonlar arasinda anlamli fark bulunmad: ve

CCh kasilma yanitlarinda yaptiklar inhibisyon sirasiyla %21, %24 ve %21 idi.
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Sekil 20. Kontrol grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlar
* p<0.001 CCh'e gére
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CCh Emax degerleri, en fazla 0.1 pM NSC 23766 varliginda olmak Uzere azaldi (p<0.01,
Sekil 21). CCh Emax degerleri, 0.1, 1 ve 10 pM NSC 23766 varliginda sirasi ile 4087+406,
5833+421 ve 5485+646 mg bulundu.
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Sekil 21. Kontrol grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri
* p<0.01 CCh'egtre

NSC 23766’ nin tim konsantrasyonlar: (0.1, 1 ve 10 uM) CCh pD, degerlerini, anlamli olarak
azaltt1 (p<0.001, Sekil 22). CCh pD, degerlerinin, 0.1 ve 1 uM NSC 23766 varliginda benzer
oldugu (sirasi ile 5.55+0.07 ve 5.55+0.08), 10 uM NSC 23766 varliginda (5.37+0.05) ise daha
fazla azaldig1 saptand: (p<0.001).
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Sekil 22. Kontrol grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri
* p<0.001 CCh'e gore

Pl
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6.2.4.c. Rho kinaz inhibitérii Y-27632 + Racl inhibitorii NSC 23766 K ombinasyonu
Varhginda CCh Yantlari

Ekimolar konsantrasyonlarda kombine edilmis Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM)’nin
¢ konsantrasyonu da CCh’ iin % kasilma yanitlarim anlaml1 olarak inhibe etti (p<0.001, Sekil
23). CCh % kasilma yanitlarinda yaptigi inhibisyon agisindan, kombine Y-27632 + NSC
23766 uygulamasinin 0.1 ve 1 uM konsantrasyonlar: arasinda anlamli bir fark bulunmazken,
10 pM konsantrasyonda istatistiksel anlamlilik bulundu (p<0.001). CCh kasilma yanitlarinda
gorulen inhibisyon sirasiyla %30, %32 ve %44 idi.
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Sekil 23. Kontrol grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda

% CCh kasilma yanitlari
* p<0.001 CCh'e gore,
¥ p<0.001, € p<0.01 (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 pveluM 'agore
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Ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu varliginda CCh Emax degerlerinde, ¢
konsantrasyonda (0.1, 1 ve 10 puM) da azalma gorulirken (p<0.001, Sekil 24); en fazla
azalmanin, Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun 10 uM konsantrasyonunda oldugu
goruldi (p<0.001). CCh Emax degerleri, Y-27632 + NSC 23766’ min li¢ konsantrasyonunda
sirast ile 45461525, 5108+364 ve 3569+311 mg bulundu.
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Sekil 24. Kontrol grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda

CCh Emax degerleri
# p<0.001, * p<0.05 CCh'e gtre

Kontrol grubunda, ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu varliginda, CCh pD-
degerlerinin anlamli olarak azaldigi goézlendi (p<0.001, Sekil 25). CCh pD, degeri
(5.90£0.03)'nin, ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu (0.1, 1 ve 10 puM)
varliginda, sirasi ile 5.46+0.09, 5.44+0.10 ve 5.01+0.08 oldugu saptand (p<0.001).
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Sekil 25. Kontrol grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCh pD, degerleri

# p<0.001 CCh'e gore,

¥ p<0.001 (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM'a gére,

8 p<0.01 (Y-27632+ NSC 23766) 1 uM'agore

59



6.2.5. Kontrol Grubunda Tek ve Kombine Kiciik GTPaz inhibitérleri Varhginda CCh
Emax ve pD, Degerlerinin Karsilastirilmas

6.2.5.a Kontrol Grubunda Tek ve Kombine K iigiik GTPaz inhibitérleri Varhginda CCh
Emax Degerlerinin Karsilastirilmas

Inhibitor varliginda elde edilen CCh Emax degerleri, inhibitor yoklugunda elde edilmis CCh
Emax degerlerinin ylzdesi olarak alindiginda; Y-27632, NSC 23766 ve ekimolar Y-27632 +
NSC 23766 kombinasyonlarinin tiim konsantrasyonlarinda (0.1, 1 ve 10 pM), CCh Emax
degerlerinde anlamli inhibisyon yaptigi gozlendi (p<0.001, Sekil 26). CCh Emax
degerlerinde, Y-27632 ve ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu doza bagimli
inhibisyon yaparken, NSC 23766’ min dozdan bagimsiz inhibisyon yaptigi gozlendi. CCh
Emax degerlerinde en fazla diisme (%48), Y-27632' nin 10 uM dozunda géruldi (p<0.001).
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Sekil 26. Kontrol grubunda kiiciik GTPaz inhibitdrleri yoklugunda ve varliginda % CCh

Emax degerleri

#p<0.001 CCh'egdre,

§ p<0.001 Y-27632 (0.1ve 1 pM)'agore,

* p<0.05 Y-27632 (0.1 uM)'agore,

&p<0.001 (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM'agore,
8 p<0.01 (Y-27632+ NSC 23766) 1 uM'agore,
¥ p<0.001 NSC 23766 (10 uM)'agore
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6.2.5.b. Kontrol Grubunda Tek ve Kombine Kiigiik GTPaz Inhibitérleri Varhginda
CCh pD; Degerlerinin Karsilastirilmas

CCh pD, degerlerinde, Y-27632'nin ve ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonlarinin
doza bagiml1 (inhibisyon 0.1 ve 1 uM dozlarinda benzer olmakla birlikte, 10 uM dozunda
belirgin), NSC 23766’ nin ise dozdan bagimsiz inhibisyon yaptigi gézlendi (p<0.001, Sekil
27). Kontrol CCh pD, degeri 5.90+0.03 iken, en fazla dismenin goruldigi 10 pM Y -27632
+ NSC 23766 kombinasyonu varliginda 5.01+0.08 olarak bulundu (p<0.001).
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Sekil 27.Kontrol grubunda kiiciik GTPaz inhibitérleri yoklugunda ve varliginda CCh pD,
degerleri

* p<0.001, # p<0.01 CCh'e gore,

¥ p<0.001 Y-27632 (0.1 uM)'agore,

&p<0.05 Y-27632 (1 uM)'agore,

8 p<0.001 Y-27632 + NSC 23766 (0.1 pM)'a gore,

B p<0.01 Y-27632 + NSC 23766 (1 uM) ve NSC 23766 (10 pM)'a gore
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6.2.6. Diyabet Grubunda K iiciik GTPaz larin inhibisyonuna Bagh CCh Y anitlarindaki

Degisiklikler

6.2.6.a. Rho Kinaz Inhibitorii Y-27632 Varhginda CCh Yanitlar
Diyabet grubunda Y-27632 varhginda CCh (10°-10* M) kasiimalar;, kontrol CCh
yanitlarinin yiizdesi olarak alindiginda, Y-27632'nin tim konsantrasyonlarinin (0.1, 1 ve 10
HM), CCh yanitlarinda inhibisyon yaptig: gozlendi (p<0.001, Sekil 28). Ancak, 0.1 ile 1 uM
Y-27632 varliginda CCh yanitlarinda gordlen inhibisyon (%30 ve %32) arasinda anlamli bir

fark yok iken, Y-27632 (10 uM) varliginda olusan inhibisyon (%47) en fazlaidi.
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Sekil 28. Diyabet grubunda Y -27632 yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlar:

* p<0.001 CCh'e gore,
¥ p<0.001, # p<0.05 Y-27632 (0.1 uM)'a gore,
€ p<0.001, § p<0.05 Y-27632 (1 uM)'agore

62



Diyabet grubunda, Y-27632 varliginda, CCh Emax degerleri anlamli olarak azald: (p<0.001,
Sekil 29). Ancak Y-27632'nin dozlar1 arasinda anlamli bir fark gozlenmedi. Y-27632
yoklugunda 7437+276 mg olan CCh Emax degeri, Y-27632 (0.1, 1 ve 10 uM) varliginda
sirast ile 5337555, 48851435 ve 4126+394 mg saptandi.
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Sekil 29. Diyabet grubunda Y -27632 yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri
* p<0.001, # p<0.01 CCh'e gdre

Diyabet grubunda Y-27632 varliginda, CCh pD, degerlerinde azalma oldugu goruldu
(p<0.001, Sekil 30). Kontrol CCh pD, degeri (5.80+0.04), Y-27632 (0.1, 1 ve 10 pM)
varlhiginda sirasiyla 5.53+0.11, 5.52+0.07 ve 5.16+.0.13 olarak hesaplandi. Y-27632'nin
distk (0.1) ve orta (1 puM) konsantrasyonlarinda elde edilen CCh pD, degerleri arasinda
anlaml bir fark bulunmaz iken, Y-27632' nin yiiksek (10 uM) konsantrasyonunda elde edilen
CCh pD, degerinin, kontrol ve 1 uM Y-27632 varliginda elde edilen CCh pD, degerlerinden
anlaml1 olarak daha dustik oldugu bulundu (p<0.05).
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Sekil 30. Diyabet grubunda Y -27632 yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri
# p<0.001, * p<0.05 CCh'e gore,
¥ p<0.05Y-27632 (1 uM)'agore
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6.2.6.b. Racl inhibitoérit NSC 23766 Varhginda CCh Yamtlar:

Diyabet grubunda NSC 23766 varhiginda, CCh (10°-10% M) kasilmalari, inhibitér
yoklugunda elde edilmis CCh yanitlarimin ylUzdesi olarak alindiginda, NSC 23766’ min tim
dozlarinda (0.1, 1 ve 10 pM) CCh yanitlarinda inhibisyon yaptig: gdzlendi (p<0.001, Sekil
31). Ancak % CCh kasilma yanitlarindaki azalma agisindan NSC 23766’ nin dozlar1 arasinda
anlamli bir fark yoktu. CCh kasiima yanitlarinda gortlen inhibisyon sirasiyla %30, %28 ve
%24 idi.
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Sekil 31. Diyabet grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlari
* p<0.001 CCh'e gbre



Diyabet grubunda CCh Emax degerlerinin, NSC 23766 min 1 uM konsantrasyonunda anlaml1
olmak Uzere, tum dozlarinda (0.1, 1 ve 10 uM) azaldigi gozlendi (p<0.01, Sekil 32). NSC
23766 (0.1, 1 ve 10 pM) varhgindan bulunan CCh Emax degerleri sirasi ile 57474625,
5586+476 ve 6161+417 mg bulundu.

000
F000
=10 B
¥ sooo
= 4000 -
I:E 3000
2000
1000 -
0 -
et Do ub““ w
ﬂbc wel o ﬂ‘:'-'*-

Sekil 32. Diyabet grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri
* p<0.05 CCh'e gore

Diyabet grubunda CCh pD, degerlerinin NSC 23766’ nin, 10 uM konsantrasyonunda anlaml1
olmak Uzere, tim dozlarinda (0.1, 1 ve 10 uM) azaldig1 gozlendi (p<0.001, Sekil 33). Kontrol
CCh pD, degeri (5.80+0.04), NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) varhiginda sirastyla, 5.59+0.009,
5.55+0.07 ve 5.42+0.05 olarak hesapland:.
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Sekil 33. Diyabet grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri
* p<0.001 CCh'e gore
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6.2.6.c. Rho Kinaz Inhibitorii Y-27632 + Racl inhibitérii NSC 23766 K ombinasyonu
Varhginda CCh Yantlari

Diyabet grubunda, ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu varliginda, CCh (10°-10*
M) kasilmalari, kontrol CCh yanitlarimin yiizdesi olarak alindiginda, Y-27632 + NSC 23766
kombinasyonunun, tiim dozlarda (0.1, 1 ve 10 uM) CCh yanitlarinda doza bagiml: inhibisyon
yaptig1 gozlendi (p<0.001, Sekil 34). CCh kasiima yanitlarinda gérulen inhibisyon sirasiyla
%36, %38 ve %52 idi.
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Sekil 34. Diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda

% CCh kasilma yanitlari
* p<0.001 CCh'e gore,
¥ p<0.001, # p<0.01, 6 p<0.05 (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 ve 1 pM'a gore
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Diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun tiim konsantrasyonlarinda (0.1,
1 ve 10 uM), CCh Emax degerleri anlamli olarak azaldi (p<0.001, Sekil 35). Ancak inhibitor
kombinasyonlarinin CCh Emax degerlerinde yaptigi inhibisyon doza bagimli degildi ve Ug
konsantrasyon arasinda anlaml1 bir fark bulunmadi. Kontrol CCh Emax degeri 7437+449 mg
iken, Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) varhiginda sirasi ile 4718+449, 5360+464 ve
3817+386 mg bulundu.

9000
2000
7000
'g GO0
£ s000
2 4000
= 2000
2000
1000
0
r
mbU“ " e "i. PO
,eﬁl'”'g:- 6 ”?ﬁ .’:.1’-";'5&"
T o ol 18

Sekil 35. Diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCh Emax degerleri
* p<0.001, # p<0.01 CCh'e gore
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Y-27632 + NSC 23766 varliginda, pD, degerlerinin anlamli olarak azaldig: gorildi (p<0.001,
Sekil 36). Kontrol CCh pD, degeri 5.80+0.04 iken, kombine inhibitor varliginda (0.1, 1 ve 10
UM) sirastyla 5.50+0.12, 5.43+0.06 ve 5.09+0.09 bulundu. Y -27632 + NSC 23766 nin yiksek
doz (10 pM) kombinasyonunun, distk ve orta doz kombinasyonlarina gore, CCh pD,
degerlerini anlamli olarak daha fazla distrdig bulundu (p<0.001).
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Sekil 36. Diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCh pD, degerleri

* p<0.001, ¥ p<0.05 CCh'e gére,

# p<0.05 (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 ve 1 uM'a goére
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6.2.7. Diyabet Grubunda Tek ve Kombine K iicilk GTPaz inhibitérleri Varhginda CCh
Emax ve pD, Degerlerinin Karsilastirilmas

6.2.7.a. Diyabet Grubunda Tek ve Kombine K tigiik GTPaz inhibitérleri Varhginda CCh
Emax Degerlerinin Karsilastirilmas

Inhibitor varliginda elde edilen CCh Emax degerleri, kontrol CCh Emax degerlerinin yiizdesi
olarak alindiginda; Y-27632, NSC 23766 ve ekimolar Y-27632 + NSC 23766
kombinasyonunun tim dozlarda (0.1, 1 ve 10 pM), CCh Emax degerlerinde anlamli
inhibisyon yaptigi gozlendi (p<0.001, Sekil 37). CCh Emax degerlerinde, Y-27632'nin ve
ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun doza bagiml1 inhibisyon yaptigi gozlendi.
CCh Emax degerlerinde NSC 23766’ nin yaptig: inhibisyon disik dozda (0.1 uM) daha fazla
(%30) idi. CCh Emax degerlerinde en fazla inhibisyon, ekimolar Y-27632 + NSC 23766
kombinasyonunun 10 uM dozunda (%52) gorildi (p<0.001).
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Sekil 37. Diyabet grubunda kiciuk GTPaz inhibitorleri yoklugunda ve varliginda % CCh

Emax degerleri

#p<0.001 CCh'egdre,

* p<0.001 Y-27632 (0.1vel uM)'a gore,

5 p<0.01 NSC 23766 (0.1 uM)'agore,

§ p<0.001 (Y-27632+ NSC 23766) 0.1 ve 1 pM'a gore,
¥ p<0.001 NSC 23766 (1 uM)'agére,

&p<0.001 NSC 23766 (10 uM)'agore
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6.2.7.b. Diyabet Grubunda Tek ve K ombine K iicilk GTPaz inhibitérleri Varhginda CCh
pD, Degerlerinin Karsilastirilmas

CCh pD, degerlerinde, Y-27632, NSC 23766 ve ekimolar Y-27632 + NSC 23766
kombinasyonunun tiim konsantrasyonlarda (0.1, 1 ve 10 pM) inhibisyon yaptigi gozlendi
(p<0.001, Sekil 38). CCh pD, degerlerinde en fazla inhibisyon, ekimolar Y-27632 + NSC
23766 kombinasyonunun 10 uM dozunda (5.09+0.09) goruldi (p<0.001).
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Sekil 38. Diyabet grubunda kicuk GTPaz inhibitdrleri yoklugunda ve varliginda CCh pD,
degerleri

* p<0.001, # p<0.01 CCh'e gore,

£ p<0.05 Y-27632 (1 uM)'agére,

¥ p<0.05 (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 ve 1 pM'a gére,

3 p<0.05 NSC 23766 (10 uM)'agore
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6.2.8. insiilin Tedavisi Verilen Diyabet Grubunda Kiicik GTPaz larin inhibisyonuna
Bagh CCh Yantlarindaki Degisiklikler

6.2.8.a. Rho Kinaz Inhibitorii Y-27632 Varhginda CCh Yanitlar
CCh (10°-10* M) kasiimalari, inhibitér yoklugunda elde edilmis CCh yanitlarinin yiizdesi

olarak alindiginda; insilin  tedavisi verilen diyabet grubunda Y-27632 nin

tim

konsantrasyonlarda (0.1, 1 ve 10 uM) CCh kasilma yanitlarinda inhibisyon yaptigi gozlendi
(p<0.001, Sekil 39). Y-27632 (0.1, 1 ve 10 uM) varliginda, CCh kasilma yanitlarinda gorulen
inhibisyon sirastyla %27, %34 ve %42 idi.

10

90

70
60
50

%o Kasiima

40
ElN

20

80 4

10 1

D 1

—#=CCh

——Y 27632 (0.1 pM)

—a—Y 27632 (1 uM)
Y 27632 (10 pM)

Log [CCh] M

Sekil 39. insilin tedavisi verilen diyabet grubunda Y -27632 yoklugunda ve varliginda % CCh

kasilma yanitlari

* p<0.001 CCh'e gore,

¥ p<0.001 Y-27632 (0.1 ve 1 uM)'a gore,
€ p<0.05 Y-27632 (0.1 uM)'agére
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Kontrol Emax degeri (7445+243 mg), Y-27632 (0.1, 1 ve 10 pM) varhiginda sirasi ile
5963+426, 5703+459 ve 4783+421 mg bulundu. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda,
CCh Emax degerlerinin, en fazla 10 pM Y-27632 varliginda olmak Uzere Y-27632'nin tim
konsantrasyonlarinda azaldhig1 gézlendi (p<0.001, Sekil 40).
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Sekil 40. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda Y-27632 yoklugunda ve varliginda CCh

Emax degerleri
# p<0.001, * p<0.05 CCh'e gbre

Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda, 5.91+0.03 olan kontrol CCh pD, degeri, Y-27632
(0.1, 1 ve 10 puM) varliginda sirasiyla 5.52+0.11, 5.54+0.08 ve 5.32+0.08 olarak bulundu
(p<0.001, Sekil 41).
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Sekil 41. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda Y-27632 yoklugunda ve varliginda CCh
pD, degerleri
* p<0.001 CCh'e gore
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6.2.8.b. Racl inhibit6rii NSC 23766 Varhginda CCh Y anitlar:

CCh (10°-10* M) kasilmalari, kontrol CCh yanitlarinin yiizdesi olarak alindiginda; insiilin
tedavisi verilen diyabet grubunda NSC 23766’ 1n tUm konsantrasyonlarda (0.1, 1, 10 pM),
CCh yanitlarinda inhibisyon yaptigi gozlendi (p<0.001, Sekil 42). NSC 23766 (0.1, 1 ve 10
MM) varhiginda U¢ konsantrasyonda CCh kasilma yanitlarinda gortlen inhibisyon sirasiyla
%29, %29 ve %27 idi. NSC 23766’ nin dozlar1 arasinda CCh kasiima yanitlarinda yaptiklar
inhibisyon agisindan anlaml1 bir fark yoktu.
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Sekil 42. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda %

CCh kasilma yanitlart
* p<0.001 CCh'e gore
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Kontrol CCh Emax degeri 7445+243 mg iken, NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) varliginda sirast
ile 58751476, 5505+423 ve 5679+501 mg bulundu. CCh Emax degerlerinin NSC 23766’ nin
(0.1, 1 ve 10 uM) tim konsantrasyonlarinda anlamli olarak dustigt (p<0.001), ancak dozlar
arasinda anlamli bir fark olmachg: gézlendi (Sekil 43).
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Sekil 43. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh

Emax degerleri
# p<0.01, * p<0.05 CCh'e gore

Kontrol CCh pD, degeri, 5.91+0.03 iken, NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) varliginda (sirasiyla
5.62+0.09, 5.53+0.06 ve 5.39+0.05) doza bagimli olarak azaldi (p<0.001, Sekil 44).
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Sekil 44. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh
pD, degerleri
# p<0.001, * p<0.01 CCh'e gére
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6.2.8.c. Rho Kinaz Inhibitorii Y-27632 + Racl inhibitérii NSC 23766 K ombinasyonu

Varhginda CCh Yantlari

Instilin tedavisi verilen diyabet grubunda ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun,
en fazla 10 pM konsantrasyonunda olmak tzere tiim konsantrasyonlarinda (0.1, 1 ve 10 uM),
CCh kasilma yanitlarimi inhibe ettigi gozlendi (p<0.001, Sekil 45). CCh kasilma yanitlarinda

gorilen inhibisyon sirasiyla %41, %39 ve %49 idi.
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Sekil 45. inslilin tedavisi verilen diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu

yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlar
* p<0.001 CCh'e gore,

¥ p<0.05 (Y-27632 + NSC 23766) 0,1 uM'agore,

8 p<0.001, # p<0.01 (Y-27632 + NSC 23766) 1 uM'a gore
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Kontrol CCh Emax degeri 7445+243 mg iken, NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) varliginda sirast
ile 5363+579, 5752+557 ve 3569+380 mg olarak bulundu. Y-27632 + NSC 23766, CCh
Emax degerlerini, en fazla 10 uM konsantrasyonunda olmak Uizere tim konsantrasyonlarinda
dusirdl (p<0.001, Sekil 46). Y-27632 + NSC 23766'min, 0.1 ve 10 puM doz
kombinasyonlarimin  yaptigi inhibisyon istatistiksel olarak anlamli iken, 1 pM doz
kombinasyonunun yaptig: inhibisyon anlaml1 degildi.
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Sekil 46. inslilin tedavisi verilen diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu

yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri
# p<0.001, * p<0.05 CCh'e gore,
¥ p<0.01 (Y-27632 + NSC 23766) 1 uM'a gére
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CCh pD, degerleri, Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) varliginda, sirasiyla 5.52+0.15,
5.65+0.09 ve 5.21+0.05 olarak bulundu (p<0.001, Sekil 47). CCh pD, degerlerindeki diisme,
Y-27632 + NSC 23766’ nin tUm konsantrasyonlarda gortlmekle birlikte en fazla 10 pM

konsantrasyonunda gozlendi (p<0.001).
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Sekil 47. inslilin tedavisi verilen diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu

yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri
# p<0.001, * p<0.01, 6 p<0.05 CCh'e gore,
¥ p<0.01 (Y-27632 + NSC 23766) 1 uM'a gére
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6.2.9. Insiilin Tedavis Verilen Diyabet Grubunda Tek ve Kombine Kiicilk GTPaz
inhibitérleri Varhginda CCh Emax ve pD, Degerlerinin Karsilastinnlmas

6.2.9.a. Insilin Tedavis Verilen Diyabet Grubunda Tek ve Kombine Kiigiik GTPaz
inhibitérleri Varhginda CCh Emax Degerlerinin K arsilastiriimas:

Inhibitor varliginda elde edilen CCh Emax degerleri, kontrol CCh Emax degerlerinin yiizdesi
olarak alindiginda; Y-27632, NSC 23766 ve ekimolar Y-27632 + NSC 23766
kombinasyonunun tim dozlarda (0.1, 1 ve 10 pM), CCh Emax degerlerinde anlamli
inhibisyon yaptigi gozlendi (p<0.001, Sekil 48). CCh Emax degerlerinde, Y-27632 ve
ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu doza bagimli inhibisyon yaparken; NSC
23766'mn yaptig1 inhibisyonda, dozlar arasinda anlamli bir fark yoktu. CCh Emax
degerlerinde en fazla inhibisyon, Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun 10 pM dozunda
(%49) goruldi (p<0.001).
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Sekil 48. insilin tedavisi verilen diyabet grubunda kuigiik GTPaz inhibitdrleri yoklugunda ve

varliginda % CCh Emax degerleri
# p<0.001 CCh'e gore,

¥ p<0.001 Y-27632 (0.1 uM)'a gore,

0 p<0.01 NSC 23766 (0.1 uM)'a gore,
& p<0.05 NSC 23766 (1 uM)'a gore,

* p<0.001 NSC 23766 (10 uM)'a gore
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6.2.9.b. insiilin Tedavis Verilen Diyabet Grubunda Tek ve Kombine Kiigiik GTPaz
Inhibitorleri Varhginda CCh pD, Degerlerinin K arsilastiriimas

CCh pD, degerlerinde, Y-27632, NSC 23766 ve Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun
tum dozlarda (0.1, 1 ve 10 uM) anlaml: azalma yaptig1 gozlendi (p<0.001, Sekil 49). CCh
pD, degerlerindeki azalma, en fazla Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun 10 uM
(5.21+0.05) konsantrasyonunda goéruldi (p<0.001).
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Sekil 49. insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda kuiglik GTPaz inhibitérleri yoklugunda ve

varliginda pD, degerleri
* p< 0.001, ¥ p<0.01, # p< 0.05 CCh'e gore,
8 p<0.01 (Y-27632 + NSC 23766) 1 uM'agore
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6.2.10. Tiim Gruplarda Tek ve Kombine Kiigiik GTPaz inhibitorleri Varhginda CCh
Emax ve pD, Degerlerinin Karsilastirilmas

6.2.10.a. Tum Gruplarda Y-27632 Var hginda CCh Emax Degerlerinin Karsilastiriimas
Y-27632 varliginda, tUm gruplarda CCh Emax degerleri anlamli olarak azaldi (p<0.001, Sekil
50). Diyabet grubundaki azalma, kontrol grubundakine gore daha fazla idi; istatistiksel
anlamlilik sadece 0.1 uM Y-27632 varliginda gozlendi (p<0.05). Y Uksek doz Y-27632 (10
MM) varliginda, insllin tedavisi verilen diyabet grubunda CCh Emax degerleri, kontrol ve
diyabet grubundan daha fazla idi, ancak sadece kontrol grubu ile anlamli fark bulundu. CCh
Emax degerlerinde en fazla azalma, U¢ grupta da Y-27632'nin yiiksek konsantrasyonunda (10
MM) gozlendi (p<0.001). Y-27632 varliginda tiim deney gruplarinda doza bagimli inhibisyon

goraldo.
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Sekil 50. Tum gruplarda Y-27632 yoklugunda ve varliginda % CCh Emax degerleri
# p< 0.001 grup ici CCh'lerine gére,

* p<0.001 K Y-27632 (0.1 ve 1 uM)'agore,

** p<0.05 K Y-27632 (0.1 uM)'a gore,

& p<0.001 D Y-27632 (0.1 ve 1 uM),

& p<0.001 DI Y-27632 (0.1 uM)'agére,

 p<0.001 K Y-27632 (0.1) uM'agore,

¥p<0.05 K Y-27632 (10 uM)'agére
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6.2.10.b. Tim Gruplarda Y-27632 Varhginda CCh pD, Degerlerinin Karsilastiriimas
Y-27632' nin, tim gruplarda CCh pD, degerlerini dusurdigt gozlendi (p<0.001, Sekil 51).
Kontrol CCh pD, degerlerine gore anlamlilik, kontrol ve diyabet gruplarinda 1 ve 10 uM Y -
27632; insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda 0.1, 1 ve 10 uM Y -27632 varliginda saptand:
(p<0.05). Tum deney gruplarinda CCh pD, degerlerinde en fazla azalma, Uc grupta da Y-
27632’ nin yuksek konsantrasyonunda (10 pM) gozlendi (p<0.001). En disik pD, degeri ise
(5.16+0.13), diyabet grubunda 10 uM Y -27632 varliginda saptand: (p<0.001).
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Sekil 51. Tum gruplarda Y-27632 yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri
# p<0.001, ¥ p<0.01, * p<0.05grupici CCh'lerine gére,

& p<0.001 K Y-27632 (0.1 uM)'agére,

&p<0.05 K Y-27632 (1 uM)'agore,

d p<0.05 D Y-27632 (1 uM)'agore
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6.2.10.c. Tum Gruplarda NSC 23766 Varhginda CCh Emax Degerlerinin
Karsilastirilmas

Racl inhibitori NSC 23766 varliginda, tim gruplarda CCh Emax degerleri anlamli olarak
azaldh (p<0.001, Sekil 52), ancak diyabet ve insiilin tedavisi verilen diyabet gruplarindaki
azalma, kontrol grubundan daha fazla idi. Ancak gruplar arasindaki fark agisindan kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamlilik, diyabet grubu icin sadece 0.1 uM NSC 23766 varliginda
bulunurken (p<0.01), instilin tedavisi verilen diyabet grubundaise 0.1 ve 10 uM NSC 23766
varliginda bulundu (p<0.01). NSC 23766’ nin yaptip1 inhibisyon acisindan, diyabet ve insiilin
tedavisi verilen diyabet gruplar: arasinda anlamli bir fark bulunmadi. NSC 23766 varliginda,

tim gruplarda CCh kasilma yanitlarinda gorilen inhibisyon, dozdan bagimsiz idi.
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Sekil 52. Tum gruplarda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda % CCh Emax degerleri
# p< 0.001 grup ici CCh'lerine gére,

& p<0.01 D NSC 23766 (0.1 uM)'a gore,

8 p<0.01 K NSC 23766 (0.1 uM)'a gore,

¥ p<0.01 K NSC 23766 (10 uM)'a gore
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6.2.10.d. Tim Gruplarda NSC 23766 Varhginda CCh pD, Degerlerinin Karsilastiriimas
NSC 23766’ nin, tim gruplarda CCh pD, degerlerini distrdigi gozlendi (p<0.001, Sekil 53).
Kontrol CCh pD, degerlerine gore anlamlilik, kontrol ve insilin tedavisi verilen diyabet
gruplarinda Y-27632 (0.1, 1 ve 10 uM); diyabet grubunda ise NSC 23766 (10 uM) varliginda
saptandi (p<0.05). CCh pD, degerlerinde en fazla azalma, U¢ grupta da NSC 23766’ nin
yuksek konsantrasyonunda (10 uM) gozlendi (p<0.001). En distk pD, degeri (5.37+0.05),
kontrol grubunda 10 uM NSC 23766 varliginda saptand: (p<0.001).
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Sekil 53. Tum gruplarda NSC 23766 yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri
* p<0.001, # p<0.01 grup ici CCh'lerine gore
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6.2.10.e. Tim Gruplarda Y-27632 + NSC 23766 K ombinasyonu Varhgnda CCh Emax
Degerlerinin Karsilastirilmas

Y-27632 + NSC23766 varliginda, CCh Emax degerleri anlamli olarak azaldi (p<0.001, Sekil
54), diyabet grubundaki azalma kontrol grubundakine gére daha fazla idi. Y-27632 + NSC
23766 kombinasyonunun CCh Emax degerlerinde olusturdugu azalma degerlendirildiginde,
diyabet grubunda 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda; insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda
ise tim konsantrasyonlarda gruplar arasinda anlamlilik goriildii (p<0.001). insiilin tedavisi
verilen diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu varliginda CCh Emax
degerlerinde anlamli bir dizelme gorilmedi. Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu
varliginda tiim deney gruplarinda doza bagimli inhibisyon gérildi
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Sekil 54. TUm gruplarda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda %

CCh Emax degerleri

# p< 0.001 grup ici CCh'lerine gére,

6 p<0.001 K (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM'a gore,

& p<0.01 K (Y-27632 + NSC 23766) 1 uM'agdre

€ p<0.001 D (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 ve 1 uM'a gbre

5 p<0.01 K (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM 'agore,

¥p<0.05 K (Y-27632+ NSC 23766) 1 UM 'agore,

* p<0.001, § p<0.05 K (Y-27632 + NSC 23766) 10 UM ‘agore



6.2.10.f. Tum Gruplarda Y-27632 + NSC 23766 Kombinasyonu Varhginda CCh pD,
Degerlerinin Karsilastirilmas

Y-27632 + NSC23766 kombinasyonunun, tim gruplarda CCh pD, degerlerini distrdigi
gozlendi (p<0.001, Sekil 55). Kontrol CCh pD, degerlerine gore anlamlilik, kontrol ve
diyabet gruplarinda Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) varhginda; instlin tedavisi
verilen diyabet grubunda ise Y-27632 + NSC 23766 (0.1 ve 10 uM) varliginda saptandi
(p<0.05). CCh pD, degerlerinde en fazla azalmanin, U¢ grupta da yiksek doz
kombinasyonlarda (10 uM) oldugu gozlendi (p<0.001). En distk pD, degeri (5.01+0.08),
kontrol grubunda 10 puM Y -27632 + NSC23766 varliginda elde edildi.
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Sekil 55. Tum gruplarda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCh pD, degerleri

# p<0.001, 6 p<0.01, * p<0.05 grup ici CCh'lerine gore,

& p<0.001 K (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM'a gore,

§p<0.01 K (Y-27632 + NSC 23766) 1 uM'agore

€ p<0.05 D (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 ve 1 uM'agére,

¥p<0.01 DI (Y-27632 + NSC 23766) 1 uM'agdre
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6.2.11. Kontrol Grubunda indometazin ile Birlikte Kiigiik GTPaz larin inhibisyonuna

Baglhh CCh Yamtlarindaki Degisiklikler

6.2.11.a. indometazin + Rho Kinaz inhibitérii Y-27632 K ombinasyonu Varhginda CCh

Y anitlara

CCh kasilma yanitlari, indometazin (5x10° M) uygulanan grupta %23, indometazin + Y-
27632 (0.1, 1 ve 10 pM) uygulanan gruplarda sirastyla %40, %31 ve %47 oramnda inhibe

oldu (p<0.001, Sekil 56).
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Sekil 56. Kontrol grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda

% CCh kasilma yanitlar

* p<0.001 CCh'e gore,

€ p<0.001 ind'e gore

#p<0.05 Ind+ Y-27632 (0.1 uM)'agore

6 p<0.001, & p<0.05 ind + Y-27632 (1 pM)'a gére
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indometazin (5x107 M) ile Y-27632'nin her ¢ konsantrasyonundaki (0.1, 1 ve 10 uM)
kombinasyonlarinda, CCh Emax degerlerinde azalma gozlendi (p<0.001, Sekil 57). Ancak
indometazin varliginda 4658+248 mg olan CCh Emax degeri, indometazin + Y-27632 (0.1 ve
10 uM) varhginda (sirasi ile 3741+765 mg, p<0.01 ve 2810+601 mg, p<0.001) istatistiksel
olarak anlamli derecede azalmis iken, 1 pM konsantrasyonda (4386+269) kontrole
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi.
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Sekil 57. Kontrol grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCh Emax degerleri
* p<0.001, # p<0.01 CCh'e gore

Indometazin ile Y-27632'nin her ¢ konsantrasyonundaki (0.1, 1 ve 10 uM)
kombinasyonunda, CCh pD, degerleri azaldi (p<0.001, Sekil 58). indometazin varliginda
5.60£0.03 olan CCh pD, degeri, indometazin + Y-27632 (0.1, 1 ve 10 uM) varliginda sirasi
ile 5.58+0.11, 5.67+0.05, 5.40+0.05 olarak bulundu. CCh pD, degerlerinde, ind + Y-27632 (1
M) kombinasyonunda kontrole gore istatistiksel anlamlilik bulunmadh.
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Sekil 58. Kontrol grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCh pD, degerleri
* p<0.001, # p<0.01 CCh'e gore
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6.2.11.b. indometazin + Racl inhibitorii NSC 23766 Kombinasyonu Varhginda CCh

Y anitlara

indometazin (5x10”7 M) ve indometazin + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) varliginda, CCh
kasilma yanitlarinda gorulen inhibisyon, indometazin uygulanan grupta %23, indometazin +
Y-27632 uygulanan grupta sirasiyla %22, %26 ve %23 bulundu (p<0.001, Sekil 59), gruplar

arasinda anlamli fark bulunmadi.
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Sekil 59. Kontrol grubunda, indometazin + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve

varliginda % CCh kasilma yanitlar:
* p<0.001 CCh'e gore, # p<0.01 ind'e gore
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Tek bagina indometazin varliginda azalan CCh Emax degerinin (6233+259 mg’ dan 4658+248
mg’a), indometazin ile NSC 23766'min (0.1, 1 ve 10 pM) kombinasyonlarinda, sadece
indometazin + NSC 23766 (10 puM) varliginda (3876+462 mg) indometazine gore daha fazla
azaldigi gorildi. indometazin + NSC 23766 (0.1 ve 1 pM) varhginda CCh Emax
degerlerinin, tek basina indometazin varliginda elde edilen CCh Emax degerine gore daha
fazla oldugu (53974461 ve 5713+470 mg) gozlendi. istatistiksel olarak kontrol CCh Emax
degerlerine gore anlamli azalmamn, tek basina indometazin varhiginda (p<0.01) ve
indometazin + NSC 23766 (10 uM) kombinasyonunda (p<0.001) goruldi (p<0.001, Sekil 60).
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Sekil 60. Kontrol grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve
varliginda Emax degerleri
# p<0.001, * p<0.01 CCh'e gtre

89



Indometazin ile NSC 23766'min (0.1, 1 ve 10 uM) kombinasyonlarinda, tek basina
indometazin varliginda 5.60+0.03 olan CCh pD, degeri, indometazin + NSC 23766 varliginda
srast ile 5.60+0.10, 5.60+0.07 ve 5.34+0.05 bulundu (p<0.001, Sekil 61). Tek basina
indometazin varliginda elde edilen CCh pD, degeri ile indometazin + NSC 23766 varliginda
(0.1 ve 1 pM) elde edilen CCh pD, degerleri ile arasinda anlamli fark bulunmaz iken,
indometazin + NSC 23766 (10 uM) varliginda anlaml1 fark bulundu (p<0.05).
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Sekil 61. Kontrol grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve
varliginda pD, degerleri
# p<0.001, * p<0.05 CCh'e gdre, ¥ p<0.05 ind'e gére
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6.2.11.c. indometazin + Rho Kinaz Inhibitérii Y-27632 + Racl Inhibitorii NSC 23766
Kombinasyonu Varhginda CCh Yanitlar

Tek basina indometazin (5x107 M) ile ekimolar konsantrasyonda kombine edilmis Y-27632 +
NSC 23766 varliginda, CCh Emax degerlerinde gorilen azalma sirasiyla %23, %33, %32 ve
%45 idi (p<0.001, Sekil 62). Tek basina indometazin varliginda elde edilen CCh kasilma
yanitlari ile indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1 ve 1 pM) kombinasyonunda elde
edilen CCh kasilma yanitlar1 arasinda anlaml: fark bulunmaz iken; indometazin + Y-27632 +
NSC 23766 (10 pM) kombinasyonun, hem indometazin (p<0.05) hem de indometazin + Y -
27632 + NSC 23766 (0.1 ve 1 uM) kombinasyonu (p<0.001 ve p<0.01) ile arasinda anlaml1
fark oldugu gozlendi.
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Sekil 62. Kontrol grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda

ve varliginda % CCh kasilma yanitlari

* p<0.001 CCh'e gore,

g p<0.001, 6 p<0.01, # p<0.05 ind'e gore,

§ p<0.001, ¥ p<0.01 ind + (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 ve 1 pM'a gore
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indometazin (5x10” M) ile ekimolar Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1, 10 pM) varliginda CCh
Emax degerlerinin, indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1 uM) kombinasyonu digindaki
tim kombinasyonlarda anlamli olarak azaldigi gozlendi (p<0.001, Sekil 63). Tek basina
indometazin varliginda 4658+248 mg olan CCh Emax degerinin, indometazin + Y-27632 +
NSC 23766 kombinasyonlarinda sirasiyla 4803+518, 4543+316 ve 3453+501 mg oldugu
gbzlendi. En fazla azalma, indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (10 puM) varliginda elde
edildi (p<0.001). Indometazin ile indometazin + kiick GTPaz inhibitorleri arasinda CCh
Emax degerlerinde anlaml1 bir fark bulunmadi.
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Sekil 63. Kontrol grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda
ve varliginda Emax degerleri
# p<0.001, * p<0.05 CCh'e gbre
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indometazin (5x107 M) ile Y-27632+ NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) kombinasyonlarinda, tek
bagina indometazin varliginda 5.60+0.03 olan CCh pD, degeri, indometazin + Y-27632 +
NSC 23766 varliginda sirast ile 5.61+0.05, 5.54+0.06, 5.11+0.06 bulundu (p<0.001, Sekil
64). Tek basina indometazin varliginda elde edilen CCh pD, degeri ile indometazin + Y-
27632 + NSC 23766 varliginda (0.1 ve 1 uM) elde edilen CCh pD, degerleri ile arasinda
anlamli fark bulunmaz iken; indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (10 uM) kombinasyonun,
hem indometazin (p<0.001) hem de indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1 ve 1 uM)
kombinasyonlari (p<0.001 ve p<0.01) ile arasinda anlaml: fark oldugu gozlendi.
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Sekil 64. Kontrol grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda
ve varliginda CCh pD, degerleri

# p<0.001, * p<0.01 CCh'e gbre,

¥ p<0.001 ind ve ind + (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM'a gore,

§ p<0.01 Ind+ (Y-27632+ NSC 2376) 1 uM'agore
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6.2.12. Kontrol Grubunda Indometazin + Kiigiik GTPaz inhibitérleri Varhginda CCh
Emax ve pD, Degerlerinin Karsilastirilmas

6.2.12.a. Kontrol Grubunda indometazin + K iigiik GTPaz inhibitérleri Varhginda CCh
Emax Degerlerinin Karsilastirilmas

Indometazin velveya kuigiik GTPaz inhibitorleri varhginda elde edilen CCh Emax degerleri,
yoklugunda elde edilmis CCh Emax degerlerinin ylzdes olarak alindiginda; indometazin ve
indometazin ile birlikte Y-27632, NSC 23766 ve ekimolar Y-27632 + NSC 23766
kombinasyonlarinin tim dozlarda (0.1, 1 ve 10 uM), CCh Emax degerlerinde anlamli azalma
yaptig1 gozlendi (p<0.001, Sekil 65). Hem kontrol CCh’e gore (p<0.001) hem de indometazin
varligindaki CCh'e gore (p<0.001) Emax degerlerinde en fazla azalma, indometazin + Y-
27632 (10 pM) ve indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (10 pM) kombinasyonlarinda

gozlendi.
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Sekil 65. Kontrol grubunda indometazin + kicuk GTPaz inhibitorleri yoklugunda ve

varliginda % CCh Emax degerleri

# p<0.001 CCh'e gore,

* p<0.001, ¥ p<0.05 ind'e gore,

£ p<0.05 Ind+ Y-27632 (1 uM)'agore,

&p<0.05 ind+ (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 ve 1 uM'a gore,
8 p<0.001 ind + NSC 23766 (10 uM)'agére
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6.2.12.b. Kontrol Grubunda indometazin + K ticiik GTPaz inhibitorleri Varhginda CCh

pD, Degerlerinin Karsilastirilmas

CCh pD, degerlerinde, indometazin ve indometazin ile birlikte Y-27632, NSC 23766 ve
ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonlarinin, tim dozlarda (0.1, 1 ve 10 uM) anlaml:
azalma yaptigi gozlendi (p<0.001, Sekil 66). CCh pD, degerlerinde en fazla disus,
indometazin ile birlikte ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun 10 uM dozunda
(5.11+0.06) goruldi (p<0.001).
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Sekil 66. Kontrol grubunda indometazin + kicuk GTPaz inhibitorleri yoklugunda ve

varliginda CCh pD, degerleri

* p<0.001, # P<0.01, ¥ p<0.05 CCh'e gore,

5 p<0.001, & p<0.05 ind'e gore,

£ p<0.001 ind + (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM'a gore,
§p<0.01 ind+ (Y-27632 + NSC 23766) 1 uM'a gire
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6.2.13. Diyabet Grubunda indometazin ile Birlikte Kiigiik GTPaz larin inhibisyonuna
Baglhh CCh Yanitlarindaki Degisiklikler

6.2.13.a. indometazin + Rho Kinaz inhibitérii Y-27632 K ombinasyonu Varhginda CCh
Yanitlari

indometazin (5x107 M) ve indometazin + Y-27632 (0.1, 1 ve 10 pM) varhginda, CCh
kasilma yanitlarinda gorilen inhibisyon, indometazin uygulanan grupta %30; indometazin +
Y-27632 uygulanan grupta sirasiyla %26, %35 ve %46 bulundu (p<0.001, Sekil 67).
Indometazin + Y-27632 (10 pM) kombinasyonu varhiginda, CCh kasilma yantlarinda,
kontrol CCh (p<0.001), tek basina indometazin varliginda CCh ve indometazin + Y-27632
(0.1 uM) varhginda elde edilen CCh yanitlarina (p<0.05) gore anlaml1 azalma gozlendi.
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Sekil 67. Diyabet grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
% CCh kasilma yanitlari

* p<0.001 CCh'e gére,

¥ p<0.001, & p<0.05 ind veind + (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM'a gore
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Indometazin ile Y-27632'nin (0.1, 1 ve 10 uM) kombinasyonlarinda, CCh Emax degerlerinde
anlaml1 azalma gozlendi (p<0.001, Sekil 68). Indometazin varliginda 4971+257 mg olan CCh
Emax degeri, indometazin ile birlikte Y-27632 (0.1, 1 ve 10 uM) varliginda sirast ile
48261593, 4438+602 ve 3578+335 mg bulundu. CCh Emax degerleri agisindan, indometazin
ile indometazint+ Y-27632 (0.1, 1 ve 10 pM) kombinasyonlar1 arasinda anlamli bir fark

bulunmad:.
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Sekil 68. Diyabet grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda

CCh Emax degerleri
# p<0.001, * p<0.01 CCh'e gbre
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Indometazin varliginda 5.68+0.07 olan CCh pD, degeri, indometazin ile birlikte Y-27632
(0.1, 1 ve 10 uM) varhginda sirast ile 5.70+£0.07, 5.54+0.04 ve 5.29+0.10 bulundu. Tek basina
indometazin (5x10" M) ve indometazin + Y-27632 (0.1ve 1 pM) kombinasyonlar1 CCh pD;
degerinde bir degisiklik yapmaz iken, indometazin + Y-27632 (10 pM) kombinasyonunun
hem kontrol CCh pD2 degerini (p<0.01), hem de indometazin varliginda elde edilen CCh pD,
degerini (p<0.05) anlaml1 olarak azalttigi gozlendi (Sekil 69).
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Sekil 69. Diyabet grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu yoklugunda ve varliginda
CCh pD, degerleri
# p<0.01 CCh'e gore, ¥ p<0.05 ind'e gore
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6.2.13.b. indometazin + Racl inhibitorii NSC 23766 Kombinasyonu Varhginda CCh

Y anitlara

Indometazin ve indometazin + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) varliginda, CCh kasilma

yanitlarinda gorulen inhibisyon, indometazin uygulanan grupta %30; indometazin + NSC
23766 uygulanan grupta sirasityla %26, %34 ve %31 bulundu (p<0.001, Sekil 70). Gruplar

arasinda anlamli fark bulunmadi.
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Sekil 70. Diyabet grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve

varliginda % CCh kasilma yanitlar:
* p<0.001 CCh'egdre
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Indometazin ile NSC 23766 (1 ve 10 pM) kombinasyonlarinda, CCh Emax degerlerinde
anlaml1 azalma g6zlendi (p<0.001, Sekil 71). indometazin varliginda 4971+257 mg olan CCh
Emax degeri, indometazin ile birlikte NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) varliginda sirasi ile
5322+907, 4771+749 ve 5380+442 mg bulundu. CCh Emax degerleri agisindan, indometazin
ile indometazin + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) kombinasyonlar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmad:.
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Sekil 71. Diyabet grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve

varliginda CCh Emax degerleri
# p<0.001, * p<0.01 CCh'e gtre

indometazin (5x107 M) ile NSC 23766 kombinasyonunda, NSC 23766'nmin 1 ve 10 pM
konsantrasyonlarinda, CCh pD, degerlerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan azalma
gozlenirken (p<0.001, Sekil 72); 0.1 puM konsantrasyonunda pD, degerinde azalma
gbzlenmedi. CCh pD, degerleri, indometazin ile birlikte NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 pM)
varliginda sirast ile 5.84+0.12, 5.62+0.08 ve 5.55+0.10 bulundu.
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Sekil 72. Diyabet grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda ve
varliginda CCh pD, degerleri
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6.2.13.c. Indometazin + Rho Kinaz Inhibitérii Y-27632 + Racl Inhibitorii NSC 23766
Kombinasyonu Varhginda CCh Yanitlar

indometazin (5x107 M) ve indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 pM)
varliginda, CCh kasilma yanitlarinda gorilen inhibisyon, indometazin uygulanan grupta %30;
indometazin + Y-27632 + NSC 23766 uygulanan grupta sirasiyla %31, %39 ve %41 bulundu
(p<0.001, Sekil 73). Indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (10 pM) kombinasyonu varliginda
CCh kasilma yanitlarinda, kontrol CCh (p<0.001), tek basina indometazin varliginda CCh
(p<0.01) ve indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1 pM) kombinasyonu varliginda
(p<0.01) elde edilen CCh kasilma yanitlarina gore anlaml1 azalma gozlendi.
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Sekil 73. Diyabet grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda

ve varliginda % CCh kasilma yanitlari

# p<0.001 CCh'e gore,

£ p<0.001, #p<0.01 ind ve ind + (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM'a gore,
¥ p<0.01 ind + (Y-27632 + NSC 23766) 1 uM'a gore
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indometazin (5x107 M) ile ekimolar Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 puM)
kombinasyonlarinda, CCh Emax degerlerinde anlamli azalma gozlendi (p<0.001, Sekil 74).
CCh Emax degerleri, indometazin ile birlikte Y-27632 (0.1, 1 ve 10 uM) varliginda sirasi ile
4997+684, 4597+598 ve 4789+1025 mg bulundu. Indometazin ile indometazin + Y-27632 +
NSC 23766 kombinasyonlar: arasinda anlamli bir fark bulunmagh.
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Sekil 74. Diyabet grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda

ve varliginda CCh Emax degerleri
# p<0.001, ¥ p<0.01, * p<0.05 CCh'egore

indometazin (5x107 M) + Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 pM) varhiginda, CCh pD,
degerleri sirasi ile 5.68+0.06, 5.51+0.07 ve 5.01+0.13 bulundu. indometazin + Y-27632 +
NSC 23766 (10 uM) kombinasyonu varliginda CCh pD, degerlerinde; kontrol CCh pD-
degerine (p<0.001), indometazin (p<0.001) ve indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1
MM) varliginda elde edilen CCh pD, degerlerine (p<0.05) gore anlamli bir azalma gozlendi
(p<0.001, Sekil 75).
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Sekil 75. Diyabet grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu yoklugunda

ve varliginda CCh pD, degerleri
#p<0.001 CCh ve inde gore, ¥p<0.05 ind + (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 pM'a gére

nik
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6.2.14. Diyabet Grubunda indometazin + Kiigik GTPaz inhibitérleri Varhginda CCh
Emax ve pD, Degerlerinin Karsilastirilmas
6.2.14.a. Diyabet Grubunda indometazin + K iicilk GTPaz Inhibitérleri Varhginda CCh
Emax Degerlerinin Karsilastirilmas
Indometazin ve/veya inhibitor varliginda elde edilen CCh Emax degerleri, indometazin ve
inhibitér yoklugunda elde edilmis CCh Emax degerlerinin yizdes olarak alindiginda;
indometazin ve indometazin ile birlikte Y-27632, NSC 23766 ve ekimolar Y-27632 + NSC
23766 kombinasyonunun tim dozlarda (0.1, 1 ve 10 uM), CCh Emax degerlerinde anlaml1
inhibisyon yaptigi gozlendi (p<0.001, Sekil 76). indometazin + Y-27632 (10 uM)
kombinasyonu varliginda CCh Emax degerlerinde, kontrol CCh (p<0.001), tek basina
indometazin varliginda CCh (p<0.001) ve indometazin + Y-27632 (0.1 ve 1 uM) varliginda
elde edilen CCh Emax degerlerine (p<0.001) godre anlamli azalma gozlendi. Ayrica
indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (10 pM) kombinasyonu varliginda CCh Emax
degerlerinde, kontrol CCh (p<0.001) ve tek basina indometazin varliginda elde edlen CCh
(p<0.05) Emax degerlerine gore anlaml1 azalma gozlendi.
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Sekil 76. Diyabet grubunda indometazin + kigik GTPaz inhibitorleri yoklugunda ve
varliginda % CCh Emax degerleri

# p<0.001 CCh'e gore,

¥ p<0.001, § p<0.05 ind'e gore,

& p<0.001 ind + Y-27632 (0.1 uM)'agore,

* p<0.05 Ind+ Y-27632 (1 uM)'agore,

£ p<0.05 ind + NSC 23766 (10 uM)agdre
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6.2.14.b. Diyabet Grubunda indometazin + K igiik GTPaz inhibitérleri Varhginda CCh
pD, Degerlerinin Karsilastirilmas

CCh pD, degerlerinde, indometazin ve indometazin ile birlikte Y-27632, NSC 23766 ve
ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun, tim dozlarda (0.1, 1 ve 10 pM)
inhibisyon yaptigi gozlendi (p<0.001, Sekil 77). CCh pD, degerlerinde en fazla dusus,
indometazin ile birlikte ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun 10 pM
konsantrasyonunda (5.01+0.13) goruldi (p<0.001). CCh pD- degerlerinde, indometazin + Y -
27632 (10 pM) kombinasyonu varliginda sadece kontrol CCh’ e gore (p<0.01); indometazin +
Y-27632 + NSC 23766 (10 pM) kombinasyonu varliginda ise kontrol CCh (p<0.001), tek
basina indometazin varhginda CCh (p<0.001), Ind + (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM
(p<0.05) ve ind + NSC 23766 (10 uM)'a (p<0.05) gore anlaml1 azalma bulundu.
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Sekil 77. Diyabet grubunda indometazin + kicik GTPaz inhibitorleri yoklugunda ve
varliginda CCh pD, degerleri

¥ p<0.001, # p<0.01 CCh'e gore,

& p<0.001 ind'e gore,

* p<0.05 Ind+ (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM ve ind + NSC 23766 (10 uM)'agore
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6.2.15. Insilin Tedavisi Verilen Diyabet Grubunda indometazin ile Birlikte Kiigiik

GTPaz larin inhibisyonuna Bagh CCh Yamtlarindaki Degisiklikler

6.2.15.a. indometazin + Rho Kinaz inhibitérii Y-27632 K ombinasyonu Varhginda CCh

Y anitlara

indometazin (5x107 M) ve indometazin + Y-27632 (0.1, 1 ve 10 uM) kombinasyonirinda,

CCh kasiima yanitlarinda gordlen inhibisyon,

indometazin uygulanan grupta %?29;

indometazin + Y-27632 uygulanan grupta sirasiyla %27, %36 ve %42 saptandi (p<0.001,
Sekil 78). Indometazin + Y-27632 (10 puM) kombinasyonu varhginda CCh kasima
yanitlarinda, kontrol CCh (p<0.001), tek basina indometazin varliginda CCh (p<0.05) ve
indometazin + Y-27632 (0.1 uM) kombinasyonu varliginda (p<0.05) elde edilen CCh kasilma

yanitlarina gére anlamli azalma gézlendi.
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Sekil 78. Insilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu

yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlar
* p<0.001 CCh'e gore,

& p<0.001, & p<0.01, § p<0.05 ind'e gore,

¥ p<0.001, 6 p<0.05 ind + Y-27632 (0.1 uM)'a gore,
#p<0.05 Ind + Y-27632 (1 uM)'agore
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indometazin (5x107 M) ile Y-27632 (0.1, 1 ve 10 pM) kombinasyonlarinda, CCh Emax
degerlerinde anlaml1 azalma gozlendi (p<0.05, Sekil 79). indometazin varliginda 5389+298
mg olan CCh Emax degeri, indometazin ile birlikte Y-27632 (0.1, 1 ve 10 puM) varliginda
sirast ile 52781825, 5281+779 ve 4413+461 mg bulundu. CCh Emax degerleri agisindan,
indometazin ile indometazin + Y-27632 (0.1, 1 ve 10 uM) kombinasyonlar: arasinda anlaml1
bir fark bulunmadi.
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Sekil 79. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu

yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri
# p<0.001, * p<0.05 CCh'e gtre

Indometazin varliginda 5.57+0.05 olan CCh pD, degeri, indometazin + Y-27632 (0.1, 1 ve 10
UM) varhginda sirasi ile 5.69+0.11, 5.79+0.09 ve 5.33+0.11 bulundu. Indometazin ve
indometazin + Y-27632 (10 pM) kombinasyonunda, CCh pD, degerlerinde anlamli azalma
gozlendi (p<0.001, Sekil 80).
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Sekil 80. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + Y-27632 kombinasyonu
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yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri
# p<0.001 CCh'e gore
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6.2.15.b. indometazin + Racl inhibitorii NSC 23766 Kombinasyonu Varhginda CCh

Y anitlara

indometazin (5x107 M) ve indometazin + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) kombinasyonlarinda,

CCh kasilma yanitlarinda gorilen azalma, indometazin uygulanan grupta %29; indometazin +
NSC 23766 uygulanan grupta sirastyla %30, %37 ve %29 idi (p<0.001, Sekil 81). CCh
kasilma yanitlar: agisindan, indometazin ile indometazin + NSC 23766 arasinda anlamli fark

bulunmadh.
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Sekil 81. Insilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu

yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlar
* p<0.001 CCh'e gore
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CCh Emax degerleri, indometazin + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 puM) varliginda sirasi ile
6220+682, 4677+503 ve 5444+792 mg bulundu. Tek basina indometazin ve indometazin +
NSC 23766 (1 ve 10 pM) kombinasyonlarinda, CCh Emax degerlerinde anlamli azalma
gozlendi (p<0.001, Sekil 82). CCh Emax degerleri acisindan, indometazin ile indometazin +
NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) kombinasyonlar: arasinda anlaml: fark bulunmag.
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Sekil 82. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu

yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri
# p<0.001, * p<0.05 CCh'e gtre

CCh pD; degerleri, indometazin + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 pM) varliginda sirasi ile
5.62+0.07, 5.73+0.08 ve 5.49+0.06 bulundu. Tek basina indometazin ve indometazin + NSC
23766 (10 pM) kombinasyonlarinda, CCh pD, degerlerinde anlamli disme gdzlendi
(p<0.001, Sekil 83). CCh pD, degerleri agisindan, indometazin ile indometazin + NSC 23766
(0.1, 1 ve 10 pM) kombinasyonlar1 arasinda anlamli fark bulunmadh.
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Sekil 83. Insilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu

yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri
# p<0.001, * p<0.01 CCh'e gtre
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6.2.15.c. indometazin + Rho Kinaz inhibitérii Y-27632 + Racl inhibitorii NSC 23766

Kombinasyonu Varhginda CCh Yanitlar

indometazin (5x107 M) ve indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 pM)
varliginda, CCh kasilma yanitlarinda gorilen inhibisyon, indometazin uygulanan grupta %29;
indometazin + Y-27632 + NSC 23766 uygulanan grupta sirasiyla sirasiyla %34, %30 ve %53
bulundu (p<0.001, Sekil 84). indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (10 uM) kombinasyonu
varliginda CCh kasilma yanitlarinda, kontrol CCh (p<0.001), tek basina indometazin
varliginda CCh (p<0.001) ve indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1 ve 1 uM)
kombinasyonu varliginda (p<0.001) elde edilen CCh kasilma yanitlarina gore anlamli azalma
gbzlendi. Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun, indometazinin etkisini potansiyalize

etmedigi goruldu.
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Sekil 84. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766

kombinasyonu yoklugunda ve varliginda % CCh kasilma yanitlar:
* p<0.001 CCh'e gore,

¥ p<0.001 ind'e gore,

5 p<0.001 ind + Y-27632 + NSC 23766) 0.1ve 1 uM'agore,

&p<0.001 ind + (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM'agore
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CCh Emax degerleri, indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 puM) varhiginda
srasi ile 50744569, 4786+473 ve 4110391 mg bulundu. indometazin (5x107 M) ile
ekimolar Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) kombinasyonlarinda, CCh Emax
degerlerinde tim konsatrasyonlarda anlamli azalma gozlendi (p<0.001, Sekil 85). CCh Emax
degerleri agisindan, indometazin ile indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM)
kombinasyonlar1 arasinda anlamli fark bulunmad.
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Sekil 85. Inslilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766

kombinasyonu yoklugunda ve varliginda CCh Emax degerleri
# p<0.001, * p<0.01 CCh'e gtre

CCh pD, degerleri, indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 pM) varliginda sirast
ile 5.59+0.07, 5.45+0.05 ve 5.26+0.15 bulundu. indometazin ile ekimolar Y-27632 + NSC
23766 (0.1, 1 ve 10 uM) kombinasyonlarinda, CCh pD, degerlerinde tiim konsantrasyonlarda
anlamli azalma gozlendi (p<0.001, Sekil 86). CCh pD, degerleri agisindan, indometazin ile
indometazin + Y-27632 + NSC 23766 arasinda anlaml: fark bulunmag.
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Sekil 86. Inslilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + Y-27632 + NSC 23766

kombinasyonu yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri
# p<0.001, * p<0.05 CCh'e gtre
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6.2.16. Insilin Tedavis Verilen Diyabet Grubunda indometazin + Kiicik GTPaz
inhibitérleri Varhginda CCh Emax ve pD, Degerlerinin K arsilastiriimasy

6.2.16.a. Insilin Tedavis Verilen Diyabet Grubunda indometazin + Kiicik GTPaz
inhibitérleri Varhginda CCh Emax Degerlerinin K arsilastiriimas:

Indometazin ve/veya kugiik GTPaz inhibitorleri varliginda elde edilen CCh Emax degerleri,
indometazin ve inhibitdr yoklugunda elde edilmis CCh Emax degerlerinin ylzdes olarak
alindiginda; indometazin ve indometazin ile birlikte Y-27632, NSC 23766 ve ekimolar Y-
27632 + NSC 23766 kombinasyonunlarinin, tim dozlarda (0.1, 1 ve 10 uM), CCh Emax
degerlerinde anlaml: inhibisyon yaptig1 gozlendi (p<0.001, Sekil 87). indometazin + Y-27632
(10 pM) kombinasyonu varliginda CCh Emax degerlerinde, kontrol CCh (p<0.001), tek
basina indometazin varliginda CCh (p<0.01) ve indometazin + Y-27632 (0.1 pM)
kombinasyonu varliginda (p<0.05) elde edilen CCh Emax degerlerine gore anlamli azalma
gozlendi. Ayrica indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (10 uM) kombinasyonu varliginda
CCh Emax degerlerinde, kontrol CCh (p<0.001), tek basina indometazin varliginda CCh
(p<0.001) ve indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1 ve 1 pM) kombinasyonu varliginda
(p<0.001) elde edilen CCh Emax degerlerine gore anlaml1 azalma gozlendi.
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Sekil 87. Inslilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + kiiglik GTPaz inhibitorleri

yoklugunda ve varliginda % CCh Emax degerleri

# p<0.001 CCh'e gore,

* p<0.001, § p<0.01 ind'e gore,

¥ p<0.05 ind+ Y-27632 (0.1 uM)'agore,

g€ p<0.001 ind + (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 ve 1 pM'a gore,
&p<0.001 ind + NSC 23766 (10 uM)'agére
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6.2.16.b. Insiilin Tedavis Verilen Diyabet Grubunda Indometazin + Kiicik GTPaz
Inhibitorleri Varhginda CCh pD, Degerlerinin K arsilastiriimas

Indometazin ve indometazin ile birlikte Y-27632, NSC 23766 ve ekimolar Y-27632 + NSC
23766 kombinasyonunlarinin, CCh pD, degerlerini dustrdigt gozlendi (Sekil 88). Kontrol
CCh pD, degerlerine gore anlamlilik, tek basina indometazin (p<0.001), indometazin + Y-
27632 (10 puM), indometazin + NSC 23766 (10 uM) ve indometazin + Y-27632 + NSC 23766
(0.1, 1 ve 10 uM) varhginda saptandi (p<0.05). CCh pD, degerlerinde en fazla dusus,
indometazin ile birlikte ekimolar Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun 10 uM dozunda
(5.2620.15) saptandh (p<0.001).
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Sekil 88. Inslilin tedavisi verilen diyabet grubunda indometazin + kiiciik GTPaz inhibitorleri

yoklugunda ve varliginda CCh pD, degerleri
* p< 0.001, ¥ p<0.01, # p<0.05 CCh'e gore
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6.2.17. Tum Gruplarda indometazin + Kiigik GTPaz Inhibitorleri Varhginda CCh
Emax ve pD, Degerlerinin Karsilastirilmas

6.2.17.a. Tim Gruplarda indometazin + Y-27632 Varhginda CCh Emax Degerlerinin
Karsilastirilmas

Indometazin + Y-27632 varhiginda, tim gruplarda CCh Emax degerleri anlamli olarak azaldh
(p<0.001, Sekil 89). CCh Emax degerlerinde en fazla azalma, ¢ grupta da indometazin + Y -
27632 (10 pM) varhginda gozlendi. indometazin + Y-27632 (10 pM) varliginda, insiilin
tedavisi verilen diyabet grubunda CCh kasilma yanitlar1, kontrol ve diyabet grubundan daha
fazla idi, ancak gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmach. Insiilin tedavisinin, diyabetik
grupta Y-27632'nin yaptig1 inhibisyonlar1 diizeltemedigi goriildi. indometazin + Y-27632
(0.1, 1 ve 10 pM) varhiginda, diyabet ve insllin tedavisi verilen diyabet gruplarinda doza
bagiml1 inhibisyon saptandi.
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Sekil 89. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 kombinasyonu varliginda % CCh Emax
degerleri

# p< 0.001 grup ici CCh'lerine gére,

§ p<0.001, ¥ p<0.05 grup ici ind'lerine gore,

£ p<0.05 K ind + Y-27632 (1 uM)'agore,

* p<0.001 D ind + Y-27632 (0.1 pM)'a gore,

6 p<0.05 D ind + Y-27632 (1 uM)'agore,

&p<0.05 DI ind + Y-27632 (0.1 uM)'agére
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6.2.17.b. Tim Gruplarda indometazin + Y-27632 K ombinasyonu Varhgnda CCh pD;
Degerlerinin Karsilastirilmas

Indometazin ve indometazin ile birlikte Y-27632 kombinasyonunlarinin, CCh pD, degerlerini
disUrdigi gozlendi (p<0.001, Sekil 90). Kontrol CCh pD, degerlerine gore anlamlilik,
kontrol grubunda tek basina indometazin (p<0.001) ve indometazin + Y-27632 (0.1 ve 10
HMM); diyabet grubunda indometazin + Y-27632 (10 uM); insllin tedavisi verilen diyabet
grubunda ise tek baginaindometazin (p<0.001) ve indometazin + Y-27632 (10 uM) varliginda
saptand1 (p<0.05). CCh pD, degerlerinde en fazla azalma, U¢ grupta da indometazin ile Y-
27632 nin yuksek konsantrasyonun (10 uM) kombinasyonunda gézlendi (p<0.01).
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Sekil 90. TUm gruplarda indometazin + Y -27632 kombinasyonu varliginda CCh pD., degerleri
# p<0.001, ¥ p<0.01 grup ici CCh'lerine gore,
* p<0.05 D ind'e gore
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6.2.17.c. Tim Gruplarda indometazin + NSC 23766 Varhginda CCh Emax Degerlerinin
Karsilastirilmas

Indometazin + NSC 23766 varliginda, tim gruplarda CCh Emax degerleri anlamli olarak
azaldh (p<0.001, Sekil 91). CCh Emax degerlerinde en fazla azalma (%37), insilin tedavisi
verilen diyabet grubunda indometazin + NSC 23766 (1 uM) varliginda gozlendi. indometazin
+ NSC 23766 (10 uM) varliginda insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda CCh kasilma
yanitlar, diyabet grubundan daha fazla idi, ancak anlamli bir fark bulunmad:. Insilin
tedavisinin, diyabet grubunda NSC 23766’ nin yaptig1 inhibisyonlar1 dizeltemedigi goruldi.
Indometazin + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM) varhginda, tim gruplarda dozdan bagimsiz

inhibisyon saptand.
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Sekil 91. Tum gruplarda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu varliginda % CCh Emax
degerleri
# p<0.001 grup ici CCh'lerine gére

115



6.2.17.d. Tim Gruplarda indometazin + NSC 23766 Kombinasyonu Varhginda CCh
pD, Degerlerinin Karsilastiriimas

Indometazin ve indometazin ile birlikte NSC 23766 kombinasyonunlarinin, CCh pD>
degerlerini dustrdigiu gozlendi (p<0.001, Sekil 92). Kontrol CCh pD, degerlerine goére
anlamlilik, kontrol ve insilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda, tek basina indometazin
(p<0.001) ve indometazin + NSC 23766 (0.1 ve 10 puM) varliginda saptand: (p<0.05). CCh
pD, degerlerinde en fazla azalma, Uc grupta da indometazin ile NSC 23766 nin yuksek
konsantrasyonun (10 pM) kombinasyonunda gozlendi ancak istatistiksel anlamlilik sadece
kontrol ve insiilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda bulundu (p<0.01).
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Sekil 92. Tum gruplarda indometazin + NSC 23766 kombinasyonu varliginda CCh pD,
degerleri

# p<0.001, ¥ p<0.01, 6 p<0.05 grup ici CCh'lerine gore,

* p<0.05 K ind'e gore
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6.2.17.e. Tim Gruplarda Indometazin + Y-27632 + NSC 23766 Kombinasyonu
Varhginda CCh Emax Degerlerinin Karsilastirilmas

Indometazin + Y-27632 + NSC 23766 varliginda, tiim gruplarda CCh Emax degerleri anlaml
olarak azaldi (p<0.001, Sekil 93). CCh Emax degerlerinde en fazla azalma, tim gruplarda
indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (10 uM) varliginda gozlendi. indometazin + Y-27632
+ NSC 23766 (1 uM) varliginda instilin tedavisi verilen diyabet grubundaki CCh kasilma
yanitlar, diyabet grubundan daha fazla idi, ancak anlamli bir fark bulunmad:. Insilin
tedavisinin, diyabet grubunda Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunun yaptigi
inhibisyonlar1 diizeltemedigi gorildi. indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10
MM) varhiginda, tim gruplarda dozdan bagimsiz inhibisyon saptand:.
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Sekil 93. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu varliginda %

CCh Emax degerleri

# p<0.001 grup ici CCh'lerine gore,

§ p<0.001, ¥ p<0.05 grup ici ind'lerine gore,

g p<0.05 D ind + (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 ve 1 uM'a gore,
o p<0.01 DI ind + (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 ve 1 pM'agire,
* p<0.05 D ind + (Y-27632 + NSC 23766) 10 uM'agére
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6.2.17.f. Tum Gruplarda Indometazin + Y-27632 + NSC 23766 Kombinasyonu
Varhginda CCh pD;, Degerlerinin Karsilastiriimas

Indometazin ve indometazin ile birlikte + Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonunlarinin, CCh
pD. degerlerini disurdigl gozlendi (p<0.001, Sekil 94). Kontrol CCh pD, degerlerine gore
anlamlilik, kontrol ve insilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda tek basina indometazin
(p<0.001) ve indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1, 1 ve 10 uM); diyabet grubunda
indometazin + Y-27632 (10 uM) varliginda saptandi (p<0.05). CCh pD, degerlerinde en fazla
azalma, U¢ grupta da indometazin ile NSC 23766 min yiksek konsantrasyonun (10 pM)
kombinasyonunda gozlendi (p<0.01).
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Sekil 94. Tum gruplarda indometazin+ Y -27632 + NSC 23766 kombinasyonu varliginda CCh
pD, degerleri

# p<0.001, ¥ p<0.01, 6 p<0.05 grupici CCh'lerine gore,

£ p<0.001 grup ici ind'lerine gore,

6 p<0.001 K ind + (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM'a gore,

* p<0.01 K ind + (Y-27632 + NSC 23766) 1 uM'a gore,

& p<0.05 D ind + (Y-27632 + NSC 23766) 0.1 uM'agore
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6.2.18. Tim Gruplarda indometazin’in, Y-27632 Varhginda Elde Edilen CCh Emax ve
pD, Degerlerine Etkis

6.2.18.a. Indometazin’in, Y-27632 (0.1 pM) Varhginda Elde Edilen CCh Emax
Degerlerine Etkis

Kontrol grubunda indometazinin, Y-27632'nin 0.1 uM konsantrasyonundaki etkisini anlamli
olarak arttirdig1 bulundu (p<0.001). Diyabet ve insilin tedavisi verilen diyabet gruplarindaise
indometazinin, Y-27632 nin etkisini degistirmedigi gozlendi (Sekil 95).
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Sekil 95. TUm gruplarda indometazin + Y-27632 (0.1 uM) kombinasyonu varliginda % CCh

Emax degerleri
* p<0.001 grup ici CCh'lerine gére, # p<0.001 K ind'e gore
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6.2.18.b. Indometazin’in, Y-27632 (0.1 pM) Varhginda Elde Edilen CCh pD;
Degerlerine Etkis

Kontrol grubunda indometazinin, Y-27632'nin 0.1 pM konsantrasyonundaki CCh pD-
degerini istatistiksel anlamlilik olmamakla birlikte azalttigi; diyabet ve insiilin tedavisi verilen
diyabet gruplarinda ise indometazinin, Y-27632 varliginda elde edilen CCh pD, degerini
istatistiksel anlamlilik olmamakla birlikte arttirdigi gozlendi (Sekil 96).
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Sekil 96. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 (0.1 uM) kombinasyonu varliginda CCh
pD, degerleri
* p<0.001, # p<0.01 grup ici CCh'lerine gore
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6.2.18.c. indometazin’in, Y-27632 (1 pM) Varhginda Elde Edilen CCh Emax
Degerlerine Etkis

Indometazinin, Y-27632'nin 1 uM konsantrasyonundaki etkisini tiim deney gruplarinda
degistirmedigi gozlendi (Sekil 97).
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Sekil 97. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 (1 uM) kombinasyonu varliginda % CCh
Emax degerleri
* p<0.001 grup ici CCh'lerine gore
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6.2.18.d. indometazin’in, Y-27632 (1 uM) Varhginda Elde Edilen CCh pD, Degerlerine
Etkis

Diyabet grubunda indometazinin, Y-27632'nin 1 uM konsantrasyonundaki CCh pD, degerini
degistirmedigi; kontrol ve insllin tedavisi verilen diyabet gruplarinda ise indometazinin, Y-
27632 varliginda elde edilen CCh pD, degerini istatistiksel anlamlilik olmamakla birlikte
arttirchg1 gozlendi (Sekil 98).

50 -

58

56 ‘
5,4
5.2
50

ik,

il W
v w.‘“ L ,.,\w "I!'“‘ v u'z‘ 3"-{} D"“nn“
1'4:. o . -.*1 P A .']_-1'2:-
‘1 -+ ot - 1."1"'.""'#«. e
.?_\.i":' -D'Lﬂa H,']"tl“

Sekil 98. TUm gruplarda indometazin + Y-27632 (1 uM) kombinasyonu varliginda CCh pD»
degerleri
* p<0.001, # p<0.01, & p<0.05 grupici CCh'lerine gére
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6.2.18.e. Indometazin’in, Y-27632 (10 pM) Varhginda Elde Edilen CCh Emax
Degerlerine Etkis

Kontrol, diyabet ve insilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda, indometazinin Y-27632 nin
10 uM konsantrasyonundaki etkisini degistirmedigi gozlendi (Sekil 99).
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Sekil 99. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 (10 uM) kombinasyonu varliginda % CCh

Emax degerleri
* p<0.001 grup ici CCh'lerine gore,
# p<0.001, & p<0.01 grup ici Ind'lerine gore
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6.2.18.f. indometazin’in, Y-27632 (10 uM) Varhginda Elde Edilen CCh pD, Degerlerine
Etkis

Instilin  tedavisi verilen diyabet grubunda indometazinin, Y-27632'nin 10 UM
konsantrasyonundaki CCh pD, degerini degistirmedigi; diyabet ve kontrol gruplarinda ise
indometazinin, Y-27632 varhiginda elde edilen CCh pD, degerini istatistiksel anlamlilik
olmamakla birlikte arttirdigi gbzlendi (Sekil 100).
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Sekil 100. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 (10 uM) kombinasyonu varliginda CCh
pD, degerleri
* p<0.001, & p<0.01 grup ici CCh'lerine gére, # p<0.05 D ind'e gore
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6.2.19. Tim Gruplarda indometazin’in, NSC 23766 Varhginda Elde Edilen CCh Emax
ve pD; Degerlerine Etkis

6.2.19.a. Indometazin’in, NSC 23766 (0.1 pM) Varhgnda Elde Edilen CCh Emax
Degerlerine Etkis

Kontrol, diyabet ve insilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda, indometazinin NSC
23766'mn 0.1 uM konsantrasyonundaki etkisini degistirmedigi gozlendi (Sekil 101).
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Sekil 101. Tum gruplarda indometazin + NSC 23766 (0.1 uM) kombinasyonu varliginda %

CCh Emax degerleri
* p<0.001 grup i¢i CCh'lerine gére
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6.2.19.b. Indometazin’in, NSC 23766 (0.1 uM) Varhginda Elde Edilen CCh pD;

Degerlerine Etkis

Indometazinin NSC 23766'mn 0.1 uM konsantrasyonunda elde edilen CCh pD, degerini,
kontrol ve insiilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda degistirmedigi; diyabet grubunda ise
istatistiksel anlamlilik olmamakla birlikte arttirdigi gozlendi (Sekil 102).
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Sekil 102. Tim gruplarda indometazin + NSC 23766 (0.1 uM) kombinasyonu varliginda CCh

pD, degerleri
* p<0.001, # p<0.01, & p<0.05 grup ici CCh'lerine gore
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6.2.19.c. indometazin’in, NSC 23766 (1 pM) Varhginda Elde Edilen CCh Emax
Degerlerine Etkis

Diyabet ve insiilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda indometazin, NSC 23766'nin 1 uM
konsantrasyonundaki etkisini istatistik anlamlilik olmamakla birlikte arttirdigi saptand: (Sekil
103).
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Sekil 103. Tum gruplarda indometazin + NSC 23766 (1 pM) kombinasyonu varliginda %
CCh Emax degerleri
* p<0.001 grup ici CCh'lerine gore
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6.2.19.d. indometazin’in, NSC 23766 (1 pM) Varhginda Elde Edilen CCh pD;
Degerlerine Etkis

Indometazinin, NSC 23766’ nin 1 uM konsantrasyonundaki CCh pD, degerini tiim gruplarda,
istatistiksel anlamlilik olmamakla birlikte arttircig1 gbzlendi (Sekil 104).
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Sekil 104. Tim gruplarda indometazin + NSC 23766 (1 uM) kombinasyonu varliginda CCh
pD, degerleri
* p<0.001 grup ici CCh'lerine gore
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6.2.19.e. indometazin’in, NSC 23766 (10 puM) Varhginda Elde Edilen CCh Emax
Degerlerine Etkis

Diyabet grubunda indometazinin, NSC 23766'mn 10 pM konsantrasyonundaki etkisini
istatistik anlamlilik olmamakla birlikte arttirdigi, diger gruplarda ise NSC 23766’ min etkisini
degistirmedigi gozlendi (Sekil 105).
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Sekil 105. Tum gruplarda indometazin + NSC 23766 (10 uM) kombinasyonu varlhiginda %

CCh Emax degerleri
* p<0.001 grup ici CCh'lerine gore
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6.2.19.f. Indometazin’in, NSC 23766 (10 pM) Varhginda Elde Edilen CCh pD,
Degerlerine Etkis

Kontrol grubunda indometazinin, NSC 23766'nin 10 pM konsantrasyonundaki CCh pD-
degerini degistirmedigi, diyabet ve insllin tedavisi verilen diyabet gruplarinda ise CCh pD,
degerini istatistiksel anlamlilik olmamakla birlikte arttirdigi gozlendi (Sekil 106).
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Sekil 106. TUm gruplarda indometazin + NSC 23766 (10 uM) kombinasyonu varliginda CCh
pD, degerleri
* p<0.001 grup i¢i CCh'lerine gore, # p<0.05 K ind'e gore
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6.2.20. Tim Gruplarda Indometazin’in, Y-27632 + NSC 23766 Kombinasyonu
Varhginda Elde Edilen CCh Emax ve pD, Degerlerine Etkis

6.2.20.a. indometazin’in, Y-27632 + NSC 23766 (0.1 uM) Kombinasyonu Varhgnda
Elde Edilen CCh Emax Degerlerine Etkis

Y-27632 + NSC 23766 (0.1 pM) ile indometazinin tgli kombinasyonunun, CCh kasiima
yanitlarinda yaptig: inhibisyonlarin, i¢ deney grubunda da tek basina indometazin veya Y -
27632 + NSC 23766 (0.1 pM) varhginda elde edilen inhibisyonlardan farkli olmadig:
gozlendi (Sekil 107).
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Sekil 107. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1 uM) kombinasyonu
varliginda % CCh Emax degerleri

* p<0.001 grup ici CCh'lerine gore,

# p<0.01 DI Ind'e gére
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6.2.20.b. indometazin’in, Y-27632 + NSC 23766 (0.1 pM) Kombinasyonu Varhginda
Elde Edilen CCh pD, Degerlerine Etkis

Kiglk GTPaz inhibitorlerinin 0.1 pM’lik kombinasyonu ile indometazinin Ugll
kombinasyonunun CCh pD- degerlerinde yaptig: inhibitor etki karsilastirildiginda; ¢ grupta
da, indometazinin CCh pD, degerlerini istatistiksel anlamlilik olmamakla birlikte arttirdig:
gozlendi (Sekil 108).
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Sekil 108. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (0.1 uM) kombinasyonu

varliginda CCh pD, degerleri
* p<0.001, # p<0.01, & p<0.05 grupici CCh'lerine gore
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6.2.20.c. indometazin’in, Y-27632 + NSC 23766 (1 pM) K ombinasyonu Varhginda Elde
Edilen CCh Emax Degerlerine Etkis

Kiclk GTPaz

inhibitorlerinin 1 pM’lik  kombinasyonu ile indometazinin Ugla

kombinasyonunun yaptig: inhibitor etki karsilastirildiginda, tc¢ grupta da indometazinin Y -
27632 + NSC 23766 kombinasyonunun etkisini degistirmedigi gozlendi (Sekil 109).
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Sekil 109. TUm gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (1 uM) kombinasyonu

varliginda % CCh Emax degerleri
* p<0.001 grup i¢i CCh'lerine gore,
# p<0.05 Di Ind'e gére
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6.2.20.d. indometazin’in, Y-27632 + NSC 23766 (1 pM) K ombinasyonu Varhginda Elde
Edilen CCh pD, Degerlerine Etkis

Kigik GTPaz inhibitorlerinin 1 pM’lik  kombinasyonu ile indometazinin Ugll
kombinasyonunun CCh pD, degerlerinde yaptig1 inhibitor etki karsilastirildiginda; instlin
tedavisi verilen diyabet grubunda indometazinin, Y-27632 + NSC 23766 (1 pM)
kombinasyonu varliginda elde edilen CCh pD, degerini istatistiksel anlamlilik olmamakla
birlikte dustrdigt; kontrol ve diyabet gruplarinda ise istatistiksel anlamlilik olmamakla
birlikte arttirdig1 gozlendi (Sekil 110).
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Sekil 110. Tim gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (1 uM) kombinasyonu
varliginda CCh pD, degerleri
* p<0.001, # p<0.05 grup ici CCh'lerine gore
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6.2.20.e. indometazin’in, Y-27632 + NSC 23766 (10 pM) K ombinasyonu Var hginda Elde
Edilen CCh Emax Degerlerine Etkis

Kiglk GTPaz inhibitorlerinin 10 pM’lik  kombinasyonu ile indometazinin Ggll
kombinasyonun yaptigi inhibitor etkinin, diyabet grubunda tek basina indometazinin yaptigi
inhibisyonu arttirdigi, ancak Y-27632 + NSC 23766 kombinasyonu varliginda elde edilen
inhibisyonu arttirmachg: gézlendi. Uglii kombinasyonlarda kontrol ve insiilin tedavisi verilen
diyabet gruplarindaise degisiklik saptanmadi (Sekil 111).
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Sekil 111. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (10 uM) kombinasyonu

varliginda % CCh Emax degerleri
* p<0.001 grup i¢i CCh'lerine gore,
# p<0.001, € p<0.05 grup ici ind'lerine gére
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6.2.20.f. indometazin’in, Y-27632 + NSC 23766 (10 pM) K ombinasyonu Varhginda Elde
Edilen CCh pD, Degerlerine Etkis

Kiglk GTPaz inhibitorlerinin 10 pM’lik  kombinasyonu ile indometazinin Ggll
kombinasyonunun CCh pD, degerlerinde yaptigi inhibitor etki karsilastirildiginda; diyabet
grubunda indometazinin, Y-27632 + NSC 23766 (10 uM) kombinasyonunu varliginda elde
edilen CCh pD, degerini istatistiksel anlamlilik olmamakla birlikte dustrdigd; kontrol ve
insllin tedavisi verilen diyabet gruplarinda istatistiksel anlamlilik olmamakla birlikte
arttirchgi gozlendi (Sekil 112).
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Sekil 112. Tum gruplarda indometazin + Y-27632 + NSC 23766 (10 uM) kombinasyonu

varliginda CCh pD, degerleri
* p<0.001, # p<0.05 grup ici CCh'lerine gore,
& p<0.001, § p<0.05 grupici indlerine gére
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6.3. Histopatolojik ve Immunhistokimyasal incelemeler
Histolojik incelemelerde kontrol, diyabet ve insilin tedavisi verilen diyabet gruplar icin 8 er
sicandan elde edilen mesaneye ait doku 6rnekleri kullanild.

6.3.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Mesane dokusunun hematoksilen-eozin (H&E) boyali kesitlerinin  mikroskobik
incelenmesinde, her Ui¢ gruba ait dokular, histolojik olarak tunika mukoza, tunika muskularis
ve tunika adventisyadan (seroza) olusmaktaydi. Tunika mukoza tabakasinda, transizyonel
(degisici) epitelden olusan lamina epitelyalis ve onu destekleyen lamina propria
gozlenmekteydi. Tunika mukoza tabakasi icte longitudinal, ortada sirkiler ve dista
longitudinal olmak Uzere U¢ kas tabakasindan olusuyordu. Kas tabakasi dista ise tunika
adventisya tabakasi ile devam etmekteydi (Resim 2).

Resim 2. Kontrol grubunda mesane duvarinin tam kat histolojik goértnima

(H&E; x40 ve H& E; x100 kicuk resim)
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Histolojik incelemede diyabet grubunda mesane dokusunu olusturan epitel ve lamina propria
tabakalarinda farklilik gdzlenmezken, tunika muskularis tabakasinda kas fibrillerinin kontrol
grubuna gore diizensiz oldugu gozlendi (Resim 3-4). Inslilin tedavisi verilen diyabet grubunda
(Resim 5-6) tunika muskularis tabakas diyabet grubu ile benzer 6zellikteydi.

Histomorfometrik olciimlerde mesane duvar kalinligi kontrol grubunda 937.68+59.29 um,
diyabet grubunda 1365.73+42.71 pm, insilin tedavisi verilen diyabet grubunda ise
1280.34+32.22 pm olarak gozlendi. Diyabet ve insllin tedavisi verilen diyabet gruplarinin
mesane duvar kalinliklari kontrol grubuna gore sirasiyla 1.5 ve 1.4 kat artmus bulundu
(p<0.000,). Diyabet ve insiilin tedavisi verilen diyabet gruplarimin mesane duvar kalinliklari
arasinda fark g6zlenmedi (p>0.05).

138



Resim 3. Diyabet grubunda mesane duvarinin tam kat histolojik gorunimii

(H&E; x40)

Resim 4. Diyabet grubunda mesane duvarinin histolojik gorunim
(H&E; x40 ve H&E; x100)
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Resim 5. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda mesane duvarinin tam kat histolojik
gOrinuma
(H&E; x40)

Resim 6. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda mesane duvarinin histolojik goriniimi
(H&E; x40 ve H&E; x100)
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6.3.2. Immunohistokimyasal Bulgular

Calisma gruplarina ait dokularda, mesane duvarinda immunohistokimyasal olarak RhoA ve
Racl ekspresyonu (boyanmasi) degerlendirildi. RhoA ve Racl ile pozitif (kahverengi)
boyanmada epitel, lamina propria ve muskularis tabakalar: arasinda ve ayni tabaka icerisinde
farklilik olup olmadigim incelendi. Bu incelemede, sonuglari niimerik olarak belirleyebilmek
icin sistematik alan sayim ve semikantitatif degerlendirme yapildi. Deneklere ait kesitler
hazirlamirken her bir dokuda 10 kesit atlayarak alinan toplam bes kesit elde edildi.
Mikroskobik incelemede her denege ait doku kesitinde her (¢ tabakada rastgele secilen bes
blytk biyutme alamnda RhoA ve Racl igin boyanma siddeti ve yayginlig: degerlendirildi ve
puanlandi. Sayim kor olarak iki histolog tarafindan yapildi ve sonuglar karsilastirildh.

6.3.2.1 RhoA immunreaktivitesinin Degerlendirilmesi

Immunhistokimyasal yontem ile RhoA ekspresyonunun, diyabet grubunda epitel tabakasinda
artis gosterdigi ancak bu artisin anlamli olmadigi gorildi. Kas tabakasinda RhoA
ekspresyonunda kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik olmagdigi gozlendi (p>0.05, Tablo
2, Resim 7-9, oklar immun pozitif boyanmalar: gostermektedir)

Tablo 2. Gruplararast RhoA immunreaktivitesinin semikantitatif olarak degerlendirmesi

(Ort+SEM) Epitel LaminaPropria  Tunika Muskularis
K 1.40+ 0.13 1.800.11 1.80+0.17
D 1.67+ 0.13 1.95+0.11 2.19+0.13
Di 1.45+0.11 1,85+0.11 1.90+0.12
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Resim 7. Kontrol grubunda immunohistokimyasal incelemede RhoA ekspresyonu
(H&E; x40 ve H&E; x100)

Resim 8. Diyabet grubunda immunohistokimyasal incelemede RhoA ekspresyonu
(H&E; x40 ve H&E; x100)
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Resim 9. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda immunohistokimyasal incelemede RhoA

ekspresyonu
(H&E; x40 ve H&E; x100)
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6.3.2.2 Racl immunreaktivitesinin Degerlendirilmes

Immunhistokimyasal incelemede Racl ekspresyonunda, diyabet ve insiilin tedavisi verilen
diyabet gruplarinda, kontrol grubuna gore tim tabakalarda; diyabet grubunda, insilin tedavisi
verilen diyabet grubuna gore lamina propria ve tunika muskularis tabakalarinda istatistiksel
olarak anlamli artig g6zlendi (p<0.05, oklar immun pozitif boyanmalar1 gostermektedir, Tablo

3, Resim 10-12).

Tablo 3. Gruplararasi Racl immunreaktivitesinin semikantitatif olarak degerlendirmesi

Ort+SEM Epite ropria Muskulars
0.16+0.08 0.36+0.10 0.24+0.09
D 0.73+0.11 ~ 1.40+0.12 * 1.33+0.11 +
Di 0.57+0.09 * 0.70+0.10 * # 0.77+0.11 * #

* p<0.05 K grubuna gére, # p<0.05 D grubuna gére

Resim 10. Kontrol grubunda immunohistokimyasal incelemede Racl ekspresyonu
(H&E; x40 ve H&E; x100)
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Resim 11. Diyabet grubunda immunohistokimyasal incelemede Racl ekspresyonu
(H&E; x40 ve H&E; x100)

Resim 12. Insiilin tedavisi verilen diyabet grubunda immunohistokimyasal incelemede Racl

ekspresyonu
(H&E; x40 ve H&E; x100)
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{. TARTISMA

Diyabetes mellitus (DM) tim dinyada en sik rastlanan endokrin hastaliktir. Diyabetik
hastalarin %80’ inde, hayat: tehdit etmeyen ancak yasam kalitesini bozan diyabetik iseme

disfonksiyonu gortlmektedir (1). Buna ragmen bu hastaligin gelisim sireci ve Urolojik
komplikasyonlarin baslangici ile ilgili bilgiler simirlidhir. Bu bilgi yetersizligi, diyabetik iseme
disfonksiyonlu hastalarda yeni ve etkili korunma ve/veya tedavi segeneklerinin gelisimini
kisitlamaktadir (2).

Diyabette gorilen komplikasyonlara neden olan bagimsiz risk faktorlerinden biri
hiperglisemidir. Hipergliseminin neden oldugu degisikliklerden biri de didrezi arttirarak
mesane hipertrofisine neden olmasidir. Hem diyabetik hastalarda hem de diyabetik hayvan
modellerinde mesane hipertrofisi gosterilmistir. STZ ile indiklenen diyabetik sicanlarda,
kontrol grubuna gore vucut agirliklarimin anlamli olarak azaldigi, kan glukoz degerlerinin ve
mesane agirliklarinin anlamli olarak arttigir pek ¢ok calismada bildirilmistir (13, 19, 129).
Calismamizda diyabetik grupta daha 6nce bildirilen calismalar ile uyumlu olarak, sicanlarin
kan sekeri dizeylerinin arttigini, vicut agirhiklarinin azaldigim ve mesane agirliklarinin
artigini gozledik. Tip | diyabetik sican modellerinde, insilin tedavisinin, kan glukoz
degerlerini normale dondurdigl ancak mesane hipertrofisini dizeltemedigi (248-251)
gogterilmistir. Insllin tedavisi uyguladigimiz diyabetik grupta, kan sekeri dizeylerinin
distugt, vicut agirliklarinda diyabete bagli beklenen azalmanin dizeldigi ancak mesane
agirhgindaki artisin degismedigini saptadik.

Diyabete bagli mesane disfonksiyonunun patogenezi multifaktoriyeldir. Bu faktorlerden biri
de detrusor diz kas fonksiyonundaki degisiklerdir. Kaplan ve ark. (1995), en sik gorilen
drodinamik bulgunun, detrusor asirt aktivitesi (%48) oldugunu; bunu azalmis detrusor
kontraktilitesi (%30) ve bozulmus kompliyansin (%15) izledigini bildirmiglerdir (106).
Calismamizda mesane detrusor diz kas fonksiyonlarinda diyabete bagli olarak gelisen
degisiklikler, organ banyosu deneyleri ile test edildi. Organ banyosuna asilan mesane detrusor
kas seritlerinde KCI'e bagli kasiima yanitlarinin, diyabet ve insiilin tedavisi verilen diyabet
gruplarinda, kontrol grubuna gére anlamli olarak artmis oldugu saptandi. STZ ile indiklenen
diyabetik sican modelinde, detrusor kasa uygulanan farkli konsantrasyonlardaki KCI'tin,
diyabetik mesanelerde kontrole gore daha gucli kasilma yanitlari olusturdugu pek cok
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calismada gosterilmistir (118, 252, 253). Baz1 ¢calismalarda ise STZ ile indiklenen diyabetik
sican modelinde, KCI kasiima yanitlarinda, kontrol ve diyabet gruplari arasinda fark
bulunmadig: bildirilmistir (129, 254). Baska ¢calismalarda da alloksan ile indiklenen diyabetik
tavsan izole mesane striplerinde, kontrole gore KCI kasilma yanitlarimin distigi (149, 255)
veya degismedigi (256) bildirilmistir. Ancak bu calismalar incelendiginde; denenen KCI
konsantrasyonun (30 mM) c¢ok distik oldugu (129) veya diyabet siresinin kisa (dort hafta)
oldugu (254) ya datavsan gibi farkl: bir deney hayvam ve alloksan indiiksiyonu gibi farkli bir
diyabet modelinin (149, 255, 256) kullamldigi gordlmistir. Bizim diyabet grubunda elde
ettigimiz KCl kasilma yanitlarimizin, STZ ile induklenmis sigan modellerindeki sonuglar ile

uyumlu oldugu gortlmektedir.

Detrusor duz kasindaki asiri aktivitenin, diz kastaki muskarinik reseptér dansitesinin
artmasina bagli oldugunu bildiren bircok calisma bulunmaktadir. STZ ile indiklenen
diyabetik sican modelinde de muskarinik uyariya mesane duyarliligr ve maksimum kasilma
yanitlarinin arttig bildirilmektedir. Diyabetik sicanlarda muskarinik reseptor dansitesinin (12,
122) ve IPs Uretiminin arttigr (123) gosterilmistir. Diyabetik sicanlarda STZ ile diyabet
induksiyonundan iki hafta sonra, hem detrusor kasta hem de Urotelyumda M; ve M3 reseptor
ekspresyonunun arttig: bildirilmektedir (124-126).

Yenilmez ve ark. (2006), sicanlarda STZ ile diyabet indiksiyonundan sekiz hafta sonra
yaptiklar: izole detrusor kas organ banyosu ¢alismasinda, CCh kasilma yanitlarinin diyabetik
grupta, kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig:r bildirmistir (252). Daneshgari ve ark.
(2006), STZ ile indiklenen diyabetik sicanlarda yaptig1 calismada, STZ enjeksiyonundan alti
ve dokuz hafta sonra diyabetik grupta kontrole gore, CCh yanitlarinda sirasi ile %65 ve %73
artis oldugunu bildirmislerdir (118). STZ ile indiuklenen diyabet modelinde, diyabetik
mesanelerde, ayni haftadaki kontrollerine gére ACh kasilma yanitlarinin daha fazla oldugu
gogerilmistir (253, 257). Bu calismalarda muskarinik agonistlere (CCh veya ACh) verilen
yanitlardaki artisin, genel olarak diyabetik sicanlarin  mesanesinde Msz muskarinik
reseptorlerin artmasina ve hiicre ici Ca?* konsantrasyonunun velveya duyarliligin artmasina
bagl1 oldugu bildirilmistir (258, 259).
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Calismamizda, kimulatif dozlarda uygulanan CCh’ln, tim gruplarda doza bagimli kasilma
yanitlart olusturdugunu; diyabet ve insilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda, CCh kasilma
yanitlart ve Emax degerlerinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigini saptadik.
Sonuclarimizin diyabetik sicanlarda, muskarinik agonistlere kasilma yanitlarimin kontrol
grubuna gore arttigint gosteren bircok calisma ile uyumlu oldugu gorilmektedir (118, 248,
252, 253, 257).

Latifpour ve ark. (1989), sekiz haftalik STZ ile indiklenen sican detrusor kasinda kontrole
gore muskarinik agonistlere (CCh, ACh ve betanekol) kasilma yanitimin arttigint ancak ECsg
degerlerinin kontrol ve diyabetik grupta benzer oldugunu bildirmistir (260). Bizim
calismamizda da CCh Emax degerleri, diyabetik grupta artris olmasina ragmen CCh pD,
degerleri tim gruplarda birbirine yakin bulundu. Gruplar arasinda CCh’ Gin etki giicti agisindan
fark bulunmamasi, daha 6nce yapilmis diger calismalar ile uyumluydu (259, 260).

Diyabette muskarinik agonist aracili kasima yanitlarinin artmadigint bildiren ¢alismalar da
bulunmaktadir. Kubota ve ark. (2003), STZ ile indiiklenen diyabetik sican modelinde, tek doz
uyguladiklart CCh'in olusturdugu kasiima yanitlarinda (g), kontrol ve diyabet gruplar
arasinda fark bulunmadigini bildirmiglerdir. Diyabetik kasta muskarinik agonistlere yamt
olarak artan kasilma yanitlarinin kimalatif denenen agonistlerin yiiksek konsantrasyonlarinda
daha belirgin oldugu ve bu ¢alismada kullandiklar: tek doz CCh’iin konsantrasyonunun (0.6
MM) distk olmast nedeniyle kontrol ve diyabet gruplarinda kasilma yanitlarin ayn oldugunu
aciklamiglardir (129). Alloksan ile indiklenen diyabetik tavsan izole mesane striplerinde
yapilan calismalarda, CCh (255, 256) ve betanekol (149) kasilma yanitlarinin, diyabetik
grupta kontrol grubuna goére azaldigi bildirilmistir. Bu calismalarda farkli gibi goziken
sonuclarin, CCh'lin tek ve disik doz denenmesi ya da tavsan gibi farkl: tirdeki diyabetik
hayvanlarin kullaniimast nedeniyle olabilecegi gorilmektedir.

M3z muskarinik reseptorler Gyi1 ile kenetli reseptorler oldugundan aktive edildiklerinde hiicre
icinde 1P; ve diacilgliserol miktarlari artmakta ve bunun sonucunda hiicre ici Ca?*
konsantrasyonunda artis olmakta ve diiz kas kasiimasi olugsmaktadir. Bu nedenle muskarinik
reseptorlerin aktive ettigi reseptdr sonrasi olaylar ve sinyal ileti molekdlleri, diyabette gorulen
mesane disfonksiyonunu agiklamak igin Gzerinde ¢aligilan alanlardir. Mimata ve ark. (1995),
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STZ ile indUklenen diyabetik ve sikroz icirilerek ditrezin arttirildig: sicanlarda yaptiklar: ve
mesanelerinde muskarinik reseptor aracili fosfatidilinozitol (Pl) metabolizmasin arastirdiklart
calismada; gruplar arasinda [3H]-myo-inositol uptake'inde farklilik gérmez iken, diyabetik
mesanelerde myoinositoltn Pl ile birlesmesinin anlamli olarak arttigim ve CCh ile indiiklenen
Pl Uretiminin diyabetik mesanelerde daha fazla oldugunu bildirmiglerdir. Muskarinik reseptor
agonisti ile uyarilan kasilmadaki artigin, sadece diyabetik mesanede muskarinik reseptorlerin
upregile olmas: ile degil, ayrica myoinositolin Pl ile birlesmesinin artmasi ile de
aciklanabilecegini ileri stirmislerdir (259). Waring ve ark. (2000), STZ ile induklenen
diyabetik sicanlarda CCh ile kasilma uyarildiktan sonra, kasilma yanitini ve hiicre ici [Ca?*]
diizeylerini 6lgmisler ve diyabetik grupta kontrole gére kasilmada artis oldugunu ancak bu
artisa [Ca™] artisginin eslik etmedigi bildirmislerdir. Bu nedenle de diyabette kasiima
yanitindaki artisin, Ca?* konsantrasyonundaki artisa degil, Ca?*'a artmis duyarliga bagli
olabilecegini bildirmislerdir (13). Ancak Nobe ve ark. (2009), tip Il diyabetik ob/ob fare
detrusor kas dtriplerinde, CCh kasilma yanitlarimn ve Emax degerlerinin kontrole gore
arttigint ve bu artigin diyabetik grupta, hiicre ici Ca?* konsantrasyonu artist ile korele olmakla
birlikte, Rho kinaz inhibitort ile inhibe edilmesi nedeniyle, diyabetik mesane kasilmasinda
kalsiyum sensitizasyonundaki artisin daha belirleyici oldugunu bildirmislerdir (182).

Rho/Rho kinaz yolagi, diz kas kasiimas: ve 0Ozellikle de kalsiyumu sensitizasyonundan
sorumlu olmast nedeniyle diiz kas disfonksiyonu bulunan gesitli hastaliklarda oldukca dikkat
ceken konulardan biridir. Son yillarda yapilan calismalarda detrusor diz kas
disfonksiyonunda RhoA’nin roliiniin oldugu ve Rho kinaz inhibitorlerinin detrusor diz kas
disfonksiyonunda etkili olabilecegi ileri surtlmuistir (17, 182). Diyabetik hayvanlarin mesane
dis1 gesitli dokularinda Rho/Rho kinaz sinyalinin arttigi bilinmektedir (134-136). Diyabetik
mesane diiz kasinda Rho kinaz ekspresyonlarinin kontrole gore daha fazla oldugu, alloksan ile
indtiklenen tip | diyabetik tavsanlarin detrusor kaslarinda gosterilmistir (17). Aym calismada
Rho kinaz inhibitort Y-27632'nin MLC fosforilasyon dizeyini distrdigl ve betanekol ile
kastirilan detrusor diiz kas striplerinde kas gevsemesine neden oldugu bildirilmistir. Ayrica
diyabetik mesanede Rho kinaz f (ROCKp) izoformunun mRNA ve protein ekspresyonu
diizeylerinin sirasi ile on ve iki kat arttigim bildirmislerdir (17). Sonug olarak, diz kasin

yuksek glukoz kosullarina adaptasyonunda Rho kinazin 6nemli rol oynayabilecegini; diyabete

149



bagli detrusor kasimasinda ve mesane disfonksiyonunda Rho kinaz aracih Ca*

sensitizasyonunun rolUniin olabilecegini ileri strilmastur (17).

Diyabetik sicanlarda Rho kinaz inhibitorintin, detrusor kasiimasim diyabetik grupta, kontrol
grubuna gore daha fazla inhibe ettigi, dolayisiyla diyabetik mesane detrusor kasilmasinda
Rho/Rho kinaz yolaginin daha etkili oldugu ve bu sonucun da Rho kinaz ekspresyonunun
detrusor diz kasinda artmis oldugunu bildiren diger calismalarla (17) uyumlu oldugu
bildirilmistir (133). In vitro ve in vivo calismalardan elde edilen bu sonuglara gore, Rho kinaz
inhibitorlerinin gelecekte, mesane disfonksiyonlarinin tedavisinde ve/veya onlenmesinde
kullanlabilecegi ileri strilmektedir (35, 133, 261). Calismamizda diyabet grubunda Rho
kinaz inhibitord Y-27632'nin, CCh kasilma yanitlarim tim konsantrasyonlarda anlamli ve
doza bagimli olarak inhibe ettigini saptadik. Diyabet grubunda CCh Emax ve pD;
degerlerinde gozlenen dismenin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak daha
fazla oldugunu goézledik. CCh Emax degerlerinde diyabette kontrole gore daha fazla
inhibisyon gordlmesi, diyabette Rho/Rho kinaz yolagimin etkinliginin artrmis olmasina
baglanabilir. Calismamizda Rho kinaz inhibitori Y-27632 varliginda, diyabetik mesane
detrusor kasinda CCh kasima yanitlarinda gorilen degisikliklerin, daha Once yapilmis
calismalar ile uyumlu oldugu dikkate alinirsa, STZ ile indiklenen diyabetik sican mesane
kasilma yanitlarindaki artisa neden olan faktorlerden birinin kalsiyum sensitizasyonu oldugu

soylenehilir.

Diyabete bagli komplikasyonlara neden olan faktorlerden biri de oksidatif stresin artmasidir.
Kicik GTPaz Racl'in ROS Uretiminde ve dolayisiyla ROS ne bagli olarak gelisen
komplikasyonlarda ve hastaliklarda roli oldugu distinilmektedir. Racl, NADPH oksidaz
enziminin bir subdniti olarak ROS olusumunu arttirdigindan, artmis hicre ici serbest
radikallere bagli olarak, hiicre biytimesi, gocl, transformasyonu ve apoptozis gibi pek ¢cok
hiicresel olayda rol oynamaktadir (230, 231). Racl'in kardiyovaskiler sistemde, bobrek ve
hematopoetik hiicrelerdeki rollerini arastiran az sayida calisma bulunmaktadir (235-236).
Racl'in diyabetik vaskuler komplikasyonlarda rolu olabilecegi ve damarlarda Racl
ekspresyonlarimin arttigi bildirilmistir (262, 263). Racl ayrica diz kas kasiimalarinda rolt
olan bir sinyal ileti molekiludir (264, 265). Dokudan dokuya fark gostermekle birlikte bazi
dokularda gevsetici bazi dokularda kasici etki gosterir (235, 264, 265). Organ banyosuna
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asilan diyabetik aort seritlerinde Racl inhibitori NSC23766'min, asetilkolin gevseme
yanitlarint inhibe ettigi bildirilmistir (266). Diyabetik farelerde Racl aracili NADPH oksidaz
aktivasyonunun, kardiyomyositlerde (231) ve intestinal epitelyal hiicrelerde (232) apoptozise
neden oldugu gosterilmistir. Ancak Racl’ in mesane detrusor kasi veya Urotelyumundaki
ekspresyonlar1 ve mesane fonksiyonlarindaki rola ile ilgili olarak bulunan tek calisma
diyabetik fare mesanesinde Racl’in efektor makromolekili olan Pakl ekspresyonunun ve
oksidatif stresin arttigini bildiren bir calismadir ve bu calismada da Raclin mesane
fonksiyonlarindaki rolt ¢alisiimamustir (18).

Calismamizda diyabet grubunda Racl inhibitori NSC 23766, CCh kasilma yanitlarini tim
konsantrasyonlarda anlamli ve dusik dozda daha fazla olacak sekilde inhibe etti. Diyabet
grubunda CCh Emax degerlerinde gbzlenen dismenin, kontrol grubundan daha fazla oldugu
gorilse de sadece distk dozda (0.1 pM) iki grup arasinda anlamli fark bulundu. Diyabet
grubunda CCh pD, degerlerinin ise kontrol grubuna goére arttigi ancak iki grup arasinda
anlamli fark olmadig1 gbzlendi. Fare aort seritlerinde ve diyabetik sican aort seritlerinde Racl
inhibitord NSC 23766'min ACh'in yaptigi gevseme yamitini inhibe ettigi bildirilmistir (235,
266). Bizim calismamizda da Racl inhibitorii NSC 23766, hem kontrol hem de diyabetik
grupta CCh kasilma yanitlarini inhibe etti, ancak bu inhibisyon doza bagimli degildi. Bu
yonuyle calismamiz, mesane diz kas fonksiyonlarinda Racl’in rollni gosteren ve aym
zamanda diyabetik hayvanlarda daha fazla etki gorilmesi nedeniyle diyabete bagli mesane
disfonksiyonunda rolti olabilecegini gosteren ilk ¢alismadhr.

Kicik GTPaz'lar RhoA ve Racl arasinda bir denge oldugu ve cogu zaman zit yonde
fonksiyon gosterdikleri bilinmektedir. Ozellikle damar endotelinden NO sentez ve
salintminda Racl arttirici etki yaparken (235, 267, 268). RhoA’ min inhibe edici etkisi oldugu
gogerilmistir (269). ROCK1'in Racl ve RhoA aktivitesi Uzerinde dikotom etkisi oldugu da
gogerilmistir (270). ROCK1'in prostat kanser hiicre hatlarinda (PC-3), Racl-GEF Tiaml
fonksiyonunu baskilayarak, Racl aktivitesini dustrdtgt bildirilmistir (270). Ayni ¢calismada,
ROCK1 inhibitorti fasudil veya ROCK siRNA ile Rho/Rho kinaz yolaginin suprese
edilmesinin Racl aktivasyonunu artttirdigi, aym sekilde NSC 23766 ile Racl'in inhibe
edilmesinin Rho aktivasyonunu arttirdig gosterilmistir (270).
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Buradan yola cikarak, diyabetik mesanede tek basina Rho/Rho kinaz yolag: ile ilgili
calisgmalar bulunmasina ragmen, Racl ile ilgili ¢calisma olmamasi ve RhoA/Racl aktiviteleri
arasindaki dengenin mesanede hangi yonde (ayni/zit) oldugunun bilinmemesi nedeniyle,
diyabetik mesanede Rho ve Racl inhibitorlerini kombine uygulayarak etkilerini arastirdik.
Organ banyosunda ekimolar konsantrasyonlarda kombine edilen inhibitorlerin distk (0.1
MM) ve orta (1 uM) konsantrasyonlarinda, kontrol grubunda CCh kasilma yanitlarinda yaptigi
inhibisyonun, tek baslarina yaptiklar: inhibisyondan daha fazla oldugunu ancak bunun
istatistiksel olarak anlamli olmadigim saptadik. Y uksek dozda kombine edilen inhibitorlerin
(10 uM) neden oldugu inhibisyonunun, tek basina Racl inhibitdrinin yaptig: inhibisyondan
anlamli olarak daha fazla oldugunu ancak tek basina Rho kinaz inhibitérinin yaptigi
inhibisyondan daha az inhibisyona neden oldugunu gozledik. Bu sonug ¢eliskili gbzikmekle
birlikte Racl’in tek basina yaptig: inhibisyonun paternine bakildiginda zit bir sekilde yuksek
dozda yaptig: inhibisyonun en diusik seviyede oldugu ve dolayisiyla Rho kinaz inhibitéri ile
kombine edildiginde bu inhibisyonun artmasi dogaldir. Y-27632' nin doza bagimli inhibisyon
yaptig1 ve en fazla inhibisyonu en yiksek dozda yaptigi goz Onine alindiginda, Racl
inhibitérinin bu inhibisyonu daha fazla arttirmamasi da dogaldir. Bu sonuclara dayanarak
kontrol grubu mesane kasilmalarinda, kucuk GTPaz larin roli oldugu ve RhoA ve Racl'in
aym yonde aktivite gostererek mesane diiz kas kasilmalarinda islev gérdig ve birbirlerinin
etkisini arttirdigr sonucuna vardik. Bu bulgular da mesane diiz kas kasilmasinda fizyolojik
olarak kigik GTPaz larin aym yonde etki gostererek detrusor diiz kas kasilmasint arttirdigini
goseren ilk calisma olmast nedeniyle nemlidir.

Diyabet grubunda ise ekimolar konsantrasyonlarda kombine edilen inhibitorlerin, CCh
kasilma yanitlarinda yaptig: inhibisyonun, tek baslarina yaptiklar: inhibisyondan daha fazla
oldugu gozlendi. Kombine inhibitor varliginda gdzlenen inhibitér etki daha fazla olmasina
ragmen, tek basina Y-27632' nin yaptig1 inhibitor etki ile arasinda anlamlt bir fark bulunmad.
Ancak orta ve yuksek dozlarda kombine edilen inhibitorlerin, aym dozdaki Racl inhibitdrine
gore anlaml1 olarak daha fazla inhibisyon yaptigi gdzlendi. Bu sonuglara bakildiginda kontrol
grubunda sadece yiiksek doz kombinasyon ile yiksek doz Racl inhibitéri arasinda anlamli
fark gorulirken, diyabetik grupta orta ve yiksek dozlarda kombinasyonlar ile Racl inhibitori

arasinda anlamli fark godzlenmesi, diyabette mesane kasimalarinda kicik GTPaz’'larin
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rolinin artmis olabilecegini dustindurmektedir. Ayrica bu bulgular, diyabetik sicanlarda da

mesane diiz kas kasilmasinda RhoA ve Racl’in ayni yonde etki yaptiklarim gostermektedir.

Kombine GTPaz inhibittrlerinin CCh pD, degerleri Uzerine etkisi kontrol, diyabet ve insiilin
tedavisi verilen diyabet gruplarinda degerlendirildiginde, gruplar arasinda fark olmadigi1 ve
ayrica kombine inhibitor varliginda elde edilen pD, degerlerinin, tek basina inhibitor
varliginda elde edilen pD, degerleriyle farkli olmadigi saptandi. Kombine kigik GTPaz
inhibitorlerinin, diyabette kontrole gore daha fazla inhibisyon yapmas: etkililik agisindan
birbirlerinin etkisini  arttirdigint  gostermektedir. Ancak gruplar arasinda pD, degerleri
acisindan fark olmamasi, kigik GTPaz inhibitdrlerinin kombine edilmesinin etki gticiniu
arttirmachgim distndirmektedir.

Epidemiyolojik calismalarla, insllin tedavisinin hem glisemik kontrolU diizelterek hem de tip
| ve tip 1l diyabette uzun donem komplikasyonlar: azaltarak yararli oldugu gosterilmistir.
Diyabetli hastalarda optimal bir glisemik kontroliin retinopati, noropati, nefropati ve
kardiyovaskiler hastaliklar  gibi  kronik komplikasyonlar1 — geciktirebilecegi veya
Onleyebilecegi bilinmektedir. Yogun insiilin tedavisinin, komplikasyonlar1 azaltmada daha
etkili oldugu bildirilmektedir (271). Bir calismada kan sekerinin siki kontroli sayesinde
diyabet ileiligkili kalp krizi ve inmelerin %50 oraninda azaldig: bildirilmistir (272). Diyabetik
hastalarda gosterilen yararli etkilerine benzer sekilde insilin tedavisinin diyabetik hayvan
modellerinde de diyabete bagli komplikasyonlar1 geciktirdigi ya da dnledigi bildirilmektedir.
Dusuk doz instlin infizyonunun antiinflamatuvar, antiaterosklerotik ve ROS ni azaltici etkisi
oldugu ve bunlar1 da olasilikla hipoglisemik etkileri aracili olusturdugu bildirilmektedir (20,
273). Ayrica diyabetik sicanlarda korpus kavernosumda ve damarlarda insilin tedavisinin
anlaml1 olarak lipid peroksidasyonunu azalttigi gosterilmistir (20). Insllin tedavisinin
diyabetik sicanlarda endotelyal hiicrelerde NO yapimimi arttirarak ACh'in indikledigi
gevseme yanitim duzelttigi bildirilmistir (20, 274). Kronik insllin tedavisinin STZ ile
indiklenen diyabetik hayvan modellerinde mezenterik arterlerde ve aort ringlerinde
endotelyuma bagli relaksasyonu onledigi (20, 275, 276) ve sican aort dokularinda agonistle
induklenen kasilma yanitlarindaki azalmay: onledigi gosterilmistir (277). Paskaloglu ve ark.
(2004), diyabetik aort ve korpus kavernozum dokularinda yaptiklari calismada insilin
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tedavisinin fenilefrinin yaptig1 kasici etkilerdeki azalmay: tamamen duzelttigi ancak ACh'e
verilen gevseme yanitlarindaki bozuklugu dizeltemedigini bildirmislerdir (278).

Instilin tedavisinin gerek diyabetik hastalarda gerekse diyabetik hayvan modellerinde diyabete
bagli mesane disfonksiyonu Uzerindeki etkilerine dair ¢ok az calismaya rastlanmustir.
Diyabetik hastalarda mesane disfonksiyonunun tedavisi igin once metabolik kontrol sonra
diger tedaviler onerilmektedir (159). insilin tedavisi verilen diyabetik sicanlarda, mesanede
diyabete bagli olarak gelisen muskarinik reseptor dansitesindeki artisin, instilin tedavisi ile
onlendigi veya duzeltildigi bildirilmistir (248, 279). Diyabetik farelerde, uzun sireli insilin
tedavisinin  mesane fonksiyonlarindaki degisikliklerin g¢ogunu (mesane kapasitesi ve
kompliyansinda artma, idrar volimi ve rezidl volimde artma gibi) geriye dondirdigu
bildirilmistir (19). Bizim ¢alismamizda ise insiilin tedavisi uygulanan diyabet grubunun KCI
ve CCh yanitlarinin, diyabet grubu ile benzer oldugu ve kontrol grubundan daha fazla oldugu
gozlendi. Bu sonug, instlinin muskarinik reseptor dansitesindeki artisi Onledigini bildiren
calismalar ile geliskili gozikse de Kobayashi ve ark. (1999), diyabetik aort kasilmalarinda
KCl kasilma yanitlarindaki degisikligin disik doz instlin tedavisi (10 U/kg) ile degismedigi,
ancak yuksek doz insilin (50 U/kg) ile geriye dondirdldiguni bildirmislerdir. Bizim
¢alismamizda uygulanan instlin dozunun (6 U/kg) distk olmasi, kasilma yanitlar: Gzerinde
duzeltici yadaiyilestirici etki gorulmemesinin nedeni olabilir (277).

Rho kinaz aktivasyonunun Zucker obez sicanlarin aortalarinda, insiiline direncli siganlarin
renal korteksinde ve STZ ile indiklenen diyabetik sicanlarin kalp, mesane ve penil
dokularinda artmis oldugu gosterilmistir (280). ROCK izoformlarinin instilin sinyal yolagina
ve glukoz metabolizmasina katildigi, hiicre hatlarinda gésterilmistir (281). insiilin direnci olan
tip 1l diyabetli obez hastalarda ROCK1 aktivitesinin azaldigi, insilin tedavisinin iskelet
kaslarinda ROCK1 aktivitesini arttirdigi ve ROCK1'i hedefleyen tedavi modalitelerinin
obezite ve tip 11 diyabet tedavisinde yeni yaklasimlar olabilecegi bildirilmistir. Ancak bu
calismada instlin tedavisinin diger dokularda ROCK aktivasyonunu etkileyip etkilemedigi
calisiimamstir (282). Diyabetik sigcanlarda oral Rho kinaz inhibitorinun kronik olarak
uygulanmasiyla korpus kavernosumda apoptozisin baskilandigi ve erektil disfonksiyonun
duzeltildigi ve bu etkinin insilin tedavisi ile kiyaslandiginda daha fazla oldugu bildirilmistir
(283). Diyabete bagli mesane disfonksiyonunda insilin tedavisinin RhoA/Rho kinaz yolagini
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nasil etkiledigine dair bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bizim ¢alismamizda insilin tedavisi
verilen diyabet grubunda Rho kinaz inhibitéri Y-27632, CCh kasilma yantlarim tim
konsantrasyonlarda anlaml: ve doza bagiml: olarak inhibe etti. Instilin tedavisi verilen diyabet
grubunda CCh Emax ve pD, degerlerinde gozlenen disme, diyabet grubu ile
karsilastirildiginda aralarinda fark olmadigi gozlendi. Ay sekilde insiilin tedavisi verilen
diyabet grubunda, Racl inhibitort varliginda CCh kasilma yanitlarinda, CCh Emax ve pD
degerlerinde elde edilen degisiklikler ile tedavi verilmeyen diyabetik gruptaki degisiklikler
benzerdi ve insiilin tedavisi dizeltici ya da onleyici bir etki gostermedi. Bu sonuclar da
instlin tedavisinin diyabete bagli mesane disfonksiyonunda Rho/Rho kinaz yolag: ve/veya

Racl yolaginda gozlenen artrmis aktivite Uzerine etkisi olmadigini diistndurtt.

Mesane Urotelyumunun sadece pasif bariyer gorevi gormedigi, Urotelyumda cesitli
reseptorlerin eksprese oldugu ve ndrotransmitter salimminda gorev aldigi; bu etkileriyle
detrusor kasin kasilmasinda aktif rol oynadig: bilinmektedir. Diyabette mesanede sadece diiz
kas kasimasinda degil Urotelyal fonksiyonlarda da anormallikler oldugu bulunmus ve
urotelyum disfonksiyonu tammlanmustir.  Urotelyumdan salinan faktorlerden biri  de
prostaglandinlerdir (4). Prostaglandinlerin izole detrusor kasta kasiimaya neden oldugu
bilinmektedir (284, 285). Fizyolojik kosullarda salinan PG’ lerin (PGF,, ve PGE,) hem diiz
kas Uzerine direkt etkileri hem de duyusal sinirler Uzerindeki lokal etkileriyle mesane
fonksiyonlarimt etkiledikleri (22) ancak diyabet gibi patolojik kosullarda sentezlerinin
artmasina bagli olarak mesanede hiperaktiviteye ve diz kas kasilmasinda spazma neden
olduklar: bildirilmektedir (23, 24). Ayrica asir1 aktif mesane tedavisinde prostaglandin
sentezini inhibe eden NSAIT’ larin bu kasiimalar: inhibe edici etkisinden faydamilmaktadir (4).
Indometazin, ketoprofen ve aspirin gibi antiinflamatuvar ilaglarin normal ve sigtitli mesane
Uzerine etkileri arastirilmistir (286). Kullamilan bu NSAIT’ larin PG diizeyindeyi artis: inhibe
ettigi ve primer enlrezisin tedavisinde plasebodan daha etkili oldugu gosterilmistir (287).
Batislam ve ark. (1995), primer nokturnal enirezisli 78 hastada yaptiklar: bir ¢alismada
diklofenak sodyumun tedavide etkili oldugunu bildirmislerdir (288). Buguin icin NSAII’ larin
detrusor kas kasilmasindaki etkileri tam olarak bilinmemekle birlikte muskarinik
reseptorlerinin fosfolipaz A.'yi aktive ederek COX aktivasyonuna neden olabilecegi ve
NSAII’ larin bunu 6nleyerek etki gosterdikleri distuintlmektedir (284, 285).
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Diyabette mesane epitelinde PG Uretimindeki artisin, diyabetle iliskili olarak inflamasyonun
artmasina veya duysal ve motor sinir uclarim etkileyen diyabetik noropatiye karsi
kompansatuvar mekanizmalarin  gelismesine bagli olabilecegi  bildirilmektedir (166).
Diyabette veya diyabetik olmayan hayvan modellerinde, NSAII’ larin detrusor kasi inhibe
etmedeki rollerinin tartismali oldugunu bildiren calismalar da bulunmaktadir. Bazi
arastirmacilar indometazinin detrusor diiz kas kasilmalarint etkilemedigini bildirirken (93, 96,
289); bazi arastrmacilar da kas kasilmalarini inhibe ettigini bildirmektedir (23, 166).
CGalismamizda indometazinin detrusor diiz kas kasilmalarin inhibe ettigini bildiren ¢alismalar
ile uyumlu olarak, tim gruplarda CCh kasilma yanitlarint anlamli olarak inhibe ettigini
saptadik. Diyabetik grupta indometazine bagli inhibisyonun kontrol grubundan daha fazla
olmasi, diyabette PG’ lerin daha fazla salindig1 ya da etki gosterdigini dustindirmektedir. Bu
bulgumuz da Pinna ve arkadaslarimin (1992), diyabet gibi patolojik durumlarda PG’lerin
Uretim ve salintminin arttigi yonundeki bulgulart ile desteklenmektedir (23).

PGD,, PGE;, PGF,, PGIl,ve TxA, gibi prostanoidlerin detrusor diz kas hiicrelerinde
membranda yerlesmis olan kendilerine 6zgui DP, EP, FP, IP ve TP reseptorleri araciligiyla
kasilma yanit1 olusturduklar: bilinmektedir. EP reseptorlerinin, EP1, EP2, EP3 ve EP4 diye
adlandirilan 4 alt tipi bulunmaktadir (4, 26, 290). Bu reseptdrlerden EP3'Un Gi proteini ile
kenetli oldugu ve ayn1 zamanda kuigiik G proteini RhoA araciligiyla cAMP olusumunu inhibe
ettigi bildirilmektedir (26). PGEy'nin indukledigi asirt aktif mesane ve mesane ¢ikim
obstriksiyonlarinda, EP1 reseptorlerinin rolt oldugu pek cok calismada bildirilmis (27, 28)
olmakla birlikte, yakin zamanda EP3 geni silinmis farelerde yapilan bir calismada EP3
reseptorlerinin mesanede artmis aktivite bozukluklarindaki fonksiyonel rolleri gosterilmistir
(291). Ayrica diger duz kaslarda da (aorta ve hava yollar)) PGE; ve PGF,, aracil1 kasilma
yanitlarinin biyuk oranda Rho kinaz aktivitesine bagli oldugu bildirilmektedir (292-294).

Omurilik hasarinda ibuprofen gibi NSAIQ’larin, Rho kinaz aktivitesini baskilayarak tedavi
edici etki gosterdigi deneysel calismalarda gosterilmistir (29-30). Ayrica Rho kinaz inhibitori
fasudil’ in sicanlarda omurilik hasarinin tedavisinde etkili oldugu da bulunmustur (31). Asiri
aktif mesane tedavisinde PG sentezini inhibe eden NSAII'larin kasiimalar: inhibe edici
etkisinden faydanilmakla birlikte, etkileri tam olarak bilinmemektedir. Ayrica kuiguk
GTPaz larla iligskisi baska patolojilerde arastirilmis olmasina ragmen, diyabetik mesanede
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calisiimachigr gorulmistir. Biz de calismamizda indometazinin mesane detrusor diz kas
kasiimalar: Gzerindeki etkisinin, kigtk GTPaz inhibitorleri ile iliskisini incelemek istedik.
Kontrol grubunda indometazinin, Rho kinaz inhibitérinin 0.1 puM konsantrasyonundaki
etkisini arttirchigint saptadik. Diyabet ve insilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda ise
indometazinin, Rho kinaz inhibit6rinin etkisini degistirmedigini gozledik. Bu sonuclar
degerlendirildiginde, indometazinin Rho kinaz aktivitesini inhibe edici etki gosterse bile
diyabette artmis olan Rho kinaz aktivitesinin, ortamda var olan Rho kinaz inhibitort ile
baskilanmis olmasi nedeniyle indometazinin daha fazla etki gostermesini Onledigi
dustnulebilir. Diger kiglik GTPaz inhibitéri olan NSC 23766 varliginda yaptigimiz
deneylerde; indometazinin, Racl inhibitoruniin 1 uM konsantrasyonundaki etkisini diyabet ve
insllin tedavisi verilen diyabet gruplarinda; 10 uM konsantrasyonundaki etkisini ise diyabetik
grupta istatistiksel anlamlilik olmamakla birlikte arttirirken, distk dozda bu etkisinin
olmadigint gozledik. Kontrol ve insilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda ise
indometazinin, Racl inhibitorinin etkisini degistirmedigini saptadik. Orta ve yuksek
dozlarda Racl inhibitorii varhginda; diyabetik grupta istatistiksel anlamlilik olmasa da
indometazinin Racl inhibitdrinin etkisini arttirmasi;, bu dozlardaki Racl inhibitorintn
yeterince kasilmalar1 inhibe etmemesi nedeniyle indometazinin, Racl aktivitesini azaltarak
degil de daha cok Rho kinazi suprese edici etkisi nedeniyle kasiimalari daha fazla inhibe
ettigini distndirtmektedir.

Indometazin ve kiglk GTPaz inhibitorlerinin Ggli kombinasyonlarimn CCh  kasiima
yanitlarinda yaptig: inhibisyonlarin, ¢ deney grubunda da tek basina indometazin veya Rho
kinaz inhibitorii + Racl inhibitérii kombinasyonu (0.1 ve 1 uM) varliginda elde edilen
inhibisyondan farkli olmadigi gozlendi. Kugik GTPaz inhibitorlerinin 10 pM’lik
kombinasyonu ile indometazinin Ggli kombinasyonun yaptig: inhibitdr etkinin ise diyabet
grubunda tek basina indometazinin yaptigi inhibisyonu arttirdigi, ancak Rho kinaz inhibitori
+ Racl inhibitéri kombinasyonu varliginda elde edilen inhibisyonu arttirmadigi gozlendi.
Uclii kombinasyonlarda kontrol ve insiilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda ise degisiklik
saptanmadi. Bu sonuglarda diyabette indometazinin, kiicik GTPaz inhibitdrlerinin etkisinin
arttrmachigim ama yuksek konsantrasyonlardaki kiicik GTPaz inhibitdlerinin indometazinin
etkisini arttirdigin gbstermektedir. Bu da diyabette detrusor diiz kas disfonksiyonunda kiiguk
GTPazlarin, prostaglandinlerden daha fazla rol olabilecegini distindirmektedir.
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Pinna ve arkadaslarinin (2000) yaptiklar:i calismada mesane duvarinin total kalinliginin
diyabet grubunda arttigi bildirilmistir (166). Liu ve ark. (2005) enine kesitlerde diyabetik
grupta mesane limeninin artis gosterdigini bildirmistir. Mesane duvarint olusturan tunika
mukoza ve tunika muskularis tabakalarinin total kalinlig: kontrol grubuna gore yaklasik 1.5
kat arttig bildirilmistir (116). Calismamizda histomorfometrik dlgimlerde diyabet ve insilin
tedavisi verilen diyabet gruplarimin mesane duvar kalinliklarinin kontrol grubuna sirasiyla 1.5
ve 1.4 kat artmis oldugunu ve daha dnce yapilmis calismalar ile uyumlu oldugunu saptadik.
Diyabet ve insllin tedavisi verilen diyabet gruplarinin mesane duvar kalinliklar: arasinda fark
saptamadik. Diyabetik hayvanlarin mesane dokularinda mukoza tabakasindaki lamina
propriada hiperemi ve ddem goézlendigi, diiz kas fibrillerinin ise diizensiz gorinimde oldugu
bildirilmistir (295). Bizim ¢alismamizda mesane dokusunu olusturan epitel ve lamina propria
tabakasinda gruplar arasinda farklilik gozlenmezken, tunika muskularis tabakasinda kas
fibrillerinin diyabet grubunda, kontrol grubuna gore diizensiz oldugu gozlendi. insilin
tedavisi verilen diyabet grubunda tunika muskularis tabakasi, diyabet grubu ile benzer
ozellikteydi.

Diyabetik mesanede RhoA ekspresyonunu inceleyen arastirmaya rastlanmamistir. RhoA’ nin
efektdr molekilt olan Rho kinazin ekspresyonunun ise hem diyabetik hem de diyabetik
olmayan hayvanlarda incelendigi gorilmistir. ROCK1 ve ROCKZ2 nin diyabetik olmayan
sicanlarin mesane diiz kasinda yuksek oranda eksprese oldugu bildirilmektedir (186). Chang
ve ark. (2006) ise diyabetik tavsan mesanesinde ROKB (ROCK1) ekspresyonunun kontrole
gore artmis oldugunu ve Rho kinazin esas olarak diz kas hicrelerinde lokalize oldugunu
bildirmislerdir (17). Insan mesane dokusunda kiicik GTPaz' larin ekspresyonlar: ise trotelyal
hicreli karsinom (UCC) drneklerinde normal Urotelyuma gore artrmis oldugu bulunmus ve
mesanede UCC gelisimi ve ilerlemesinde, RhoA, RhoB, RhoC, Racl ve Cdc42
ekspresyonundaki degisikliklerin dnemli rol oynayabilecegi bildirilmistir (240). Bizim
calismamizda ise immunhistokimyasal yontem ile RhoA ekspresyonunun, diyabet grubunda
epitel tabakasinda artis gosterdigi ancak bu artisin anlamli olmadigi saptandi. Diyabet
grubunda kas tabakasinda RhoA ekspresyonunda kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik
olmadig1 gozlendi. Ancak diyabetik mesanede RhoA ekspresyonunda artis olmamasina
ragmen, fonksiyonel organ banyosu calismalarimizda Rho kinaz inhibitord Y-27632
varliginda CCh kasilma yanitlarinda kontrole gére daha fazla inhibisyon gdzlememiz, bu
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durumun RhoA aktivitesinin ve dolayisiyla efektor molekuli olan Rho kinazin
aktivasyonunun artmis olmasina bagli gibi gbzikmektedir. Bu da diyabetik mesanede Rho
kinaz ekspresyonunda artis oldugunu bildiren ¢alismalar ile uyumludur.

Diyabetik mesanede Racl ekspresyonunu inceleyen arastirma da bulunmamaktadir. STZ ile
induklenen diyabetik fare modelinde immunhistokimyasal incelemede, Racl'in efektor
molekult olan Pakl ekspresyonlarimin diyabette sadece detrusor diz kasta kontrole gore
anlamli olarak arttig1 bildirilmistir (18). Calismamizda immunhistokimyasal boyama ile Racl
ekspresyonlar1 degerlendirildiginde, diyabet ve insilin tedavisi verilen diyabet gruplarinda
kontrol grubuna gore tim tabakalarda; diyabet grubunda insilin tedavisi verilen diyabet
grubuna gore lamina propria ve tunika muskularis tabakalarinda Racl ekspresyonunda
anlamli artis oldugunu saptadik. Bu sonug, organ banyosunda Racl inhibitérii NSC 23766
varliginda CCh kasilma yanitlarinda gorulen inhibisyon etkisi ile birlikte degerlendirildiginde,
diyabette Racl'in ekspresyonunun ve aktivitesinin artmis oldugu ve bunun da diyabete bagl1

mesane disfonksiyonunun gelisiminde rolti olabilecegini distindirmektedir.
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8. SONUC ve ONERILER
Sonug olarak diyabetik sican mesane detrusor diz kasinda 1) KCI ve CCh gibi agonistlere

verilen kasilma yanitlarindaki degisiklikler 2) Bu degisikliklerin kiigik GTPaz' lar RhoA 3) ve
Racl ile iliskisi 4) Kiglk GTPaz' lar RhoA ve Racl in mesane duz kas kasilmalarindaki
etkileri ve bu etkilerin ayni yonde veya zit yonde olup olmadigi 5) indometazin gibi
NSAII’larin detrusor kas kaslma yanitlarina etkisi 6) Indometazinin RhoA ve 7) Racl ile
iliskisi 8) indometazin, Rhokinaz inhibitorii (Y -27632) ve Racl inhibitorti (NSC 23766) Ucli
kombinasyonlarimin CCh kasiima yanitlarina etkisi 9) Inslilin tedavisinin CCh kasilma
yanitlari Uzerine iyilestirici etkisi olup olmadig1 fonksiyonel olarak organ banyosu yontemiyle
10) Diyabete bagli histolojik degisiklikleri hematoksilen eosin boyamayla 11) RhoA ve 12)
Racl ekspresyonlarindaki degisiklikleri de immunhistokimyasal boyama ile inceledigimiz bu
calismada;

1) Diyabet grubunda KCl ve CCh gibi agonistlere kasilma yanitlarimin artmis oldugunu 2)
Rho kinaz inhibitori Y-27632' nin CCh kasilma yanitlarin, diyabetik grupta daha fazla olmak
Uzere tim gruplarda doza bagimli olarak inhibe ettigini 3) Diyabet grubunda Racl inhibitort
NSC 23766'min sadece disuk konsantrasyonunun anlamli olacak sekilde CCh kasilma
yanitlarint kontrole gére daha fazla inhibe ettigini 4) Diyabetik grupta kicik GTPaz
inhibitorlerinin kombine (Y-27632 + NSC 23766) uygulanmasi durumunda olusan inhibitor
etkinin, Rho kinaz inhibitorinin (Y-27632 ) tek basina yaptig: etkiye benzer oldugu ve RhoA
ve Racl’in birbirlerinin etkisini zit yonde degistirmedigini 5) Diyabetik grupta indometazine
bagli inhibisyonun kontrol grubundan daha fazla oldugunu ve bunun da diyabette PG’lerin
daha fazla salinmasi ya da etki gostermesine bagli olabilecegini 6) Diyabette indometazinin,
Rho kinazin etkisini degistirmedigi ve bunun olasilikla kendisinin de Rho kinaz aktivitesini
inhibe etmesine bagli oldugunu 7) Diyabetik grupta indometazinin, orta ve yuksek dozlardaki
Racl inhibitorinin etkisini istatistiksel anlamlilik olmasa da arttirchig: 8) Diyabetik grupta
indometazinin kiglk GTPaz inhibitorleri (10 uM) ile Gglt kombinasyonlarinin CCh kasilma
yanitlarinda yaptigi inhibisyonun indometazinin tek basina yaptigi inhibisyonu arttirdigi
ancak kictk GTPaz inhibitorlerinin etkisini degistirmedigi 9) Insilin tedavisinin ise CCh
kasiima yanitlar1 ve kucuk GTPaz inhibitorleri ve indometazin varligindaki CCh kasilma
yanitlar: Gzerine etkisinin olmadigi ve bunun olasilikla instlinin disuk dozda uygulanmis

olmasina bagli olabilecegi 10) Diyabetik mesanede mesane duvar kalinligimn kontrole gore
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1.5 kat artmus oldugunu 11) RhoA ekspresyonlarinin diyabetik mesanede kontrole gore artis
gosermedigini 12) Racl ekspresyonlarinin ise diyabetik mesane dokusunun tim
tabakalarinda belirgin artis gosterdigini bulduk.

Sonug olarak;

Diyabette CCh yanitlarimin ve kiigiik GTPaz inhibitorlerinin CCh kasilma yanitlar: Gzerindeki
inhibitor etkisinin artmis olmasi, kalsiyum sensitizasyonu ve kicik GTPaz larin diyabette
aktivitelerinin artrmis olmasi ile agiklanabilir. Diyabette PG’ lerin mesane kasilmalarin arttiric
etkisi goz oOnune alindiginda indometazinin diyabetik mesanede etkili olabilecegi ancak
etkisinin kigclk GTPaz inhibitorleri ile kiyaslandiginda daha distk oldugu gortlmektedir.
Instilin tedavisinin diyabete bagl: diger komplikasyonlar tizerinde tedavi edici ya da 6nleyici
etkisi bildirilmis olmasina ragmen diyabete bagli mesane disfonksiyonunda in vitro olarak
cok da etkili olmadigi gortulmektedir. Dolayisiyla bu komplikasyonun tedavisinde ya da
Onlenmesinde yeni yaklasimlara ihtiyag oldugu ve kiguk GTPaz inhibitorlerinin bu konuda
umut vadettigini disiinmekteyiz.
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