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1.GIRIS

Kan basincinin regllasyonunun fizyolojisi uzun
yillardir iyi bilinmektedir. Fakat esansiyel hipertansiyonun nedenleri henlz
o kadar net degildir'. Esansiyel hipertansiyon, biitlin hipertansiyon
vakalarinin %95’ini kapsamaktadir ve her hastanin farkli yuksek kan
basincina neden olan farkli faktorler igceren heterojen bir hastaliktir.
Yuksek kan basinci ile inme, miyokardial infarktls, kalp yetmezligi gibi
kardiyzovask[jler hastaliklar arasinda guglu pozitif ve surekli bir baglant
vardir.

Esansiyel hipertansiyonda endotele bagli
vazodilatasyon cevabinin bozulmasi ve vazokonstriktorlere olan
hassasiyetin artmasi periferik damar direncini arttirabilmektedir®.

Bazi hastalarda halen esansiyel hipertansiyonun
etiyolojisi ile ilgili yeni bir mekanizma incelenmektedir. Bu mekanizma,
bébreklerin Na® atilim yeteneginin hasar gormesi ile beraber endojen
Na*-K" pompasi inhibitoriiniin plazma dizeyinin artmasi ile ilgilidir. Nitekim
kanitlar son yillarda Na'-K* pompasinin fonksiyonelliginin, digoksin
benzeri faktorleri ve bufadienolid tlrevlerini igeren endojen bilesiklerle
module edildigini gostermektedir. Bu endojen inhibitorlerden bir tanesi,
ouabain benzeri faktdr (OLF) olarak adlandiriimaktadir®.

Na’/K* ATPaz plazma membranina yerlesik olarak,
Na® iyonlarini hiicre disina, K iyonlarini hiicre igine adenozin trifosfat
hidrolizi enerjisini kullanarak transfer etmektedir. Na'/K* ATPaz enzimi
kardiyotonik steroidlerin (CTS) baglanabildigi spesifik baglanma bdlgesi
icermektedir. Bitkilerden elde edilen digitalis ve memeli analogu olan
ouabain bu CTS ailesine aittir ve Na'/K" ATPaz enzimini doza bagimli
olarak inhibe etmektedir®.

Ouabainin Na'/K* ATPaz'a baglanmasi, diger
proteinleri farkli sinyal moddullerine fosforilleyen aktif “temel reseptor”
formasyonu ile sonuglanan Src sitoplazmik tirozin kinazi aktive etmektedir.
Bu da mitojen aktif protein kinaz ve protein kinaz C izozimlerini igeren
coklu protein kinazlari aktive etmektedir®. Na*/K* ATPazi inhibe
etmeyecek dozdaki ouabain, Ca™ salinimini arttirarak pozitif kardiyak
inotrop etkiye neden olmaktadir’.



Plazma da dahil olmak Uzere neredeyse butln
dokularda ouabain benzeri immunoreaktivite bulunmustur. Kronik renal
yetmezlik, hiperaldosteronizm, konjestif kalp yetmezligi ve preeklampside
yuksek oranlarda dolagsimda ouabain bulunmustur®.

RhoA/Rho-kinaz  sinyalinin, anjiyotensin Il ve
vazopresorlerle  iliskisi, kardiyovaskller patofizyoloji igcin  dnem
kazanmaktadir’. Rho kiiclik GTPazdir ve sinyal iletimini duzenleyen
molekuler bir anahtar olarak kabul edilir. Rho-kinaz, miyozin fosfatazi
inaktive ederek diz kas kasilmasina neden olan miyozin hafif zincirin
fosforilasyonunu  diizenlemektedir ve diiz kas kasilmasinda Ca®'
duyarliligininin  diizenlenmesinden sorumludur'®''. Rho-kinaz aracilikli
kalsiyum duyarlihdinin, hipertansiyon ve koroner arter spazmi gibi
hastaliklarda rolii bulunmaktadir’.

Rho-kinazin fizyopatolojik olaylardaki rolleri, Y27632
gibi Rho-kinaz inhibitdrleri kullanilarak degerlendiriimistir'. Y27632
hipertansif siganlarda yuksek kan basincini doza bagimh olarak
dusurmekte iken normal kan basinci degerlerine herhangi bir etkide
bulunmamaktadir. Bu bulgu, Rho-Rho-kinaz aracilikli Ca** duyarliligina
baghh duz kas kontraksiyonunun hipertansiyona neden olabildigini
gostermistir™.

Bu calismadaki amag¢ ouabain ile hipertansiyon
olusturulan sicanlarin kalp, aorta ve bdbreklerindeki rho-kinaz
ekspresyonundaki olasi degisikliklerin incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1.Esansiyel Hipertansiyon Etiyopatogenezi

Renovaskduler hastalik, renal yetmezlik,
feokromastoma, aldosteronizm veya diger sekonder hipertansiyon
nedenleri gibi ikincil nedenler olmadan olusan yuksek kan basincina
esansiyel hipertansiyon denmektedir. Esansiyel hipertansiyon, butin
hipertansiyon vakalarinin %95’ini kapsamaktadir. Esansiyel hipertansiyon,
her hastanin farkli yiksek kan basincina neden olan farkl faktorler icerdigi
heterojen bir hastaliktir. Esansiyel hipertansiyon kardiyovaskuler
hastaliklar (CVD) icin major bir risk faktoru teskil etmektedir. Ylksek kan
basinci dunya Uzerindeki milyonlarca insanda CVD riskini arttirmaktadir.
Kan basinci ile CVD (inme, miyokardial infarktus, kalp yetmezligi), renal
yetmezzlik ve mortalite riski arasinda guclu pozitif ve surekli bir baglant
vardir.

Son on yil igerisinde, inme insidansinin (stroke
incidence) yasa bagh orani artmig, koroner hastaligin yasa badli
kotulesme oraninin egimi dusmustur. Renal hastaligin son evre insidansi
ve kalp yetersizliginin gorilme sikhigi artmistir. Bunlarin major nedeni
hipertansif popiilasyonda kan basincinin (BP) yetersiz kontroliidiir.

Kan basincinin regilasyonunun fizyolojisi uzun
yillardir iyi bilinmektedir. Fakat esansiyel hipertansiyonun nedenleri henuz
o kadar net degildir'. Esansiyel hipertansiyonun karakterizasyonunda
onemli klinik, patolojik ve hemodinamik nitelikler mevcuttur. Klinik olarak
hipertansiyon ¢ogunlukla, metabolik sendrom, obezite ve hiperurisemi
bulunan kisilerde veya hiperaktif sempatik sinir sistem aktivitesi olan
kisilerde gorulmektedir. Diger bilinen karakteristikler ise ailevi gecmis,
siyah irk ve diisiik dogum agirhgidir'.

Esansiyel hipertansiyon patogenezinde 6ne surllen
teoriler, renal sodium homeostazisinde defekt, fonksiyonel
vazokonstriksiyon ve vaskiler diiz kas yapisinda defekitir'®. Patolojik
olarak hipertansiyon, aterosklerozis ile ilgilidir. Ozellikle bobreklerdeki
preglomeriler damarlarini icermektedir. Klasik bir bulgu olarak medial
fibrosise neden olabilen interlobular ve arkuat arterlerin medial
hipertrofisinden (fibroelastik kalinlagsma) ibarettir. Afferent arteriyoller,
homojen eozinofilik yapinin subendoteliyal bozuklugundan da etkilenerek
kalinlagsma gosterebilmektedir. Siddetli veya uzun sdreli hipertansiyon



cogunlukla birgok ciddi renal aterosklerotik degisikliklerle ilgilidir.
Glomeruler damar sistemi, bozulmus renal plazma dolasimi ile goéze
carpan afferent arteriyollerin rezistansinin yukselmesi, hemodinamik
olarak iligkilidir. Bobregdin i¢ kisimlarinda kan akiminin bozulmasi, kortikal
vazokonstriksiyon ile sonuglanmaktadir. Esansiyel hipertansiyonlu
hastalarin % 35-65’inde, antihipertansif terapisinden &6nce, normal
hikayesinde artmis proteiniiri belgelenmistir'°.

Esansiyel hipertansiyonda endotele bagli
vazodilatasyon cevabinin bozulmasi ve vazokonstriktorlere olan
hassasiyetin artmasi periferik damar direncini  arttirabilmektedir®.
Esansiyel hipertansiyonlu hastalarda, normal periferal arteryel rezistansla
birlikte kalp atim hizinda ve hacminde artis rapor edilmigstir. Periferal
rezistansin artmasi ve damar endotelinin kalinlagsmasi 6nemli kan basinci
ve nabiz basinci ile birlikte gorulmektedir. Endotelyal disfonksiyon kan
akiminin diizenlenmesinde rol oynamaktadir'’.

Bazi hastalarda halen esansiyel hipertansiyonun
etiyolojisi ile ilgili yeni bir mekanizma incelenmektedir. Bu mekanizma,
bobreklerin Na* atiim yeteneginin hasar gbérmesi ile beraber endojen
Na*-K* pompasi inhibitériiniin plazma diizeyinin artmasi ile ilgilidir. Nitekim
kanitlar bu yillarda Na*-K* pompasinin fonksiyonelliginin, digoksin benzeri
faktorleri ve bufadienolide turevlerini iceren endojen bilesiklerle modile
edildigini gostermektedir. Bu endojen inhibitdrlerden bir tanesi, ouabain
benzeri faktér (OLF) olarak adlandiriimakta ve hem insanlarda hem de
sicanlarda 6zenle incelenmektedir ve ouabainin izomeri ile yakin iligskide
oldugu gdsterilmistir®.

2.2.Na‘'/K* ATPaz Fonksiyonlari ve Endojen Ouabain

Na*’/K* ATPaz plazma membranina yerlesik olarak,
Na® iyonlarini hiicre disina, K iyonlarini hiicre igine adenozin trifosfat
hidrolizi enerjisini kullanarak transfer etmektedir. Na'/K* ATPaz enzimi
kardiyotonik steroidlerin (CTS) baglanabildigi spesifik baglanma bdlgesi
icerir. Bitkilerden elde edilen digitalis ve memeli analogu olan ouabain bu
CTS ailesine aittir. CTS Na'/K" ATPaz enzimini doza bagiml olarak inhibe
etmektedir®.

Na’/K* ATPaz ekspresyonu bitin  memeli
hicrelerinde mevcuttur.  Adenozin trifosfat (ATP) hidrolizi enerijisini
kullanarak sodyum ve potasyumun vektorel transportunu 3Na® : 2K"



oraninda saglamaktadir. Bu oran plazma membraninda elektrokimyasal
bir fark olusturmaktadir. Olusan bu elektrokimyasal fark, iyonlarin,
aminoasitlerin, glukoz ve birgok farkh bilesigin sodyum ile ¢ift olusturarak
hiicre icine girmesini kolaylastirmaktadir’.

Na*/K* ATPaz enziminin alfa ve beta olmak Uzere iki
alt Gnitesi vardir (Sekil 1). Alfa Gnitesi, sodyum potasyum transportunun
gerceklestigi ve ATP ile CTS’nin baglanma bolgelerinin bulundugu katalitik
alt Unitedir. Beta alt Unitesi ise, fonksiyonel enzimler toplulugu ve bunlarin
plazma membranina biitiinlesmesi icin gerekli olan alt Ginitedir’.

CTS'nin Na'/K" ATPaz enzimine baglanmasi gen
ekspresyonuna ve hidcre buyumesine neden olur. Yakin zamandaki
¢alismalar enzimin birgok ¢ozlilen ve membran proteinleri ile etkilesime
girdigini gostermistir. Na’/K* ATPaz enziminin diger proteinler ile
etkilesime girmesi sadece pompalama fonksiyonunun didzenlenmesi igin
degil enzimin bir sinyal duzenleyicisi olarak rol almasini saglamasi
acisindan 6nemlidir'®.

Na*/K* ATPaz enzimi; hiicreler, organlar ve viicuttaki
sivi ve elektrolit dengesini saglamadaki iyi bilinen rolune ilave olarak sinyal
iletimi, buyUme modulatoru, apoptozis, hicre adezyonu ve motilitesinde de
rol  alr. Sin;/al iletimi  fonksiyonu ouabainin  baglanmasi ile
tetiklenmektedir™



Sekil 1: Na'/K* ATPaz’in alfa ve beta olmak iizere iki alt iinitesi vardir. Bu iki alt
tinite Na'/K* ATPaz’in plazma membranina dogru eklenmesi igin gereklidir. Na'/K*
ATPaz, Na* iyonunun hiicre disina, K iyonunun hiicre igine transportunda enerji
olarak ATP kullanir. Olusan elektrokimyasal fark Na® iyonunun, sodyum
kanallarindan(1), Na-glukoz gibi ko-tranposterler (2) ve Na-Ca degistirici gibi
toplayici transpoterler (3) ile ilave enerji gerektirmeden hiicre igine girmesine izin
verir. (7 nolu kaynaktan Tiirkgelestirilmigtir.)



Na*/K* ATPaz pompasi P-tipi ATPaz ailesinin bir
Uyesidir. fyonlari pompalama gdrevinden baska farkh intraselliiler
kompartmanlara sinyal iletisini saglar. Bazi hiicre tiplerinde Na*/K* ATPaz
sinyali ve bunun protein kisimlari plazma membranlarina baglanmis olarak
yer alir. Ouabainin Na'/K* ATPaz'a baglanmasi, diger proteinleri farkli
sinyal modullerine fosforilleyen aktif “temel reseptdr” formasyonu ile
sonuglanan Src sitoplazmik tirozin kinazi aktive eder. Bu da mitojen aktif
protein kinaz ve protein kinaz C izozimlerini iceren ¢oklu protein kinazlari
aktive eder. Ayni zamanda reaktif oksijen turlerinin (ROS) mitokondriyel
uretimini arttirir ve intraselltler kalsiyum konsantrasyonunu duzenler.
Ouabain kardiyak miyositlerde hipertrofik bldyumeyi ve diz kas
hucrelerindeki proliferasyonu stimule etmesine ragmen, bazi malin
hlcrelerdeki apoptozisi indikler. Sonug¢ olarak enzimin sinyal fonksiyonu
kardi6ak miyositlerdeki ouabain aracilikli genomik olmayan etkilere 6nculik
eder”.

Bitkilerden elde edilen digitalis 200 yildan fazla
zamandir kalp yetersizliginde kullaniimaktadir. Na*/K* ATPaz digitalis igin
spesifik bir reseptdrdur. Digitalis doza bagimli olarak pompa aracilikli
transportu inhibe etmektedir'®. Bu bulgular digitalisin memeli analogunu
arastirmaya yoneltmistir. Su an steroid turevi olan ve adrenal korteks ve
hipotalamusta Uretilen memeli hormonu olan ouabainin Na’/K* ATPaz
enzimine yuksek afinite ile baglandigina ve pompa aktivitesini doza
bagimh inhibe ettigine dair birgok bulgu vardir. Diger steroid
hormonlarindan farkli olarak ouabain plazma membranina penetre
olmamaktadir®.

Plazma da dahil olmak Uzere neredeyse butln
dokularda ouabain benzeri immunoreaktivite bulunmustur. Kronik renal
yetmezlik, hiperaldosteronizm, konjestif kalp yetmezligi ve preeklampsiada
yuksek oranlarda dolagimda bulunan ouabain bulunmustur. Dolasimdaki
ouabainin yukselmesi ayni zamanda gebelik, postnatal hayat ve
uninefrektomi sonrasi kalan bdbregin bulylUmesini takip eden dénemi
iceren buyume ve gelisme evrelerinde de incelenmistir®.

Kardiyotonik steroidlerin (CTS) dlUsuk dozlarda en az
iki farkh intrasellller sinyal dizisini aktive ettigi, c¢esitli hicre tiplerinde
yapilan caligmalarda gosterilmistir. Bu etki hucresel elektrolit yapisinda
herhangi biiyiik bir degisme olmadan meydana gelmektedir®.



Kalsiyum birgok intraselltler sinyalde rol alir. Hemen
hemen batin hicre kontrol sistemleri kalsiyumu duzenleyici olarak
kullanmaktadir. Kardiyovaskuler fonksiyon ile ilgili birgcok duzenleyici
mekanizmada kalsiyum yer almaktadir. Ouabainin, kalsiyumun salinimini
tetikledigi Aizman ve arkadaslarn tarafindan gbsterilmigtirm. Kalsiyumun
salinimini tetikleyen ouabain dozu, pompa aracilikl transportu ya parsiyal
inhibe etmekte veya hi¢ inhibe etmemektedir. Fakat bu etki, kalsiyum
salinimini kontrol eden inositol trifosfat reseptérinin (IP3R) inhibisyonu ile
veya intraselltler kalsiyum deposunun tukenmesi ile ortadan kalkmaktadir.
IP3R kalsiyum konsantrasyonunun degisimine ¢ok duyarlidir, intrasellller
kalsiyum konsantrasyonu arttigi zaman bu kanal kapanir ve sistolik
kalsiyum konsantrasyonu duger (Sekil 2). Ouabain Na'/K* ATPaza
baglanir ve Na'/K* ATPaz-IP3R etkilesimi yeniden IP3R kanalinin
acilmasi ile sonuclanir’.

Ouabain bagimh kalsiyum salinimi spesifik olarak
kalsiyum bagiml transkripsiyonel faktdéri NFkB’yi aktive eder. Bu faktor,
hidcre buylumesi ve apoptozisden sorumlu genleri duzenler. NFkB, anti-
apoptotik proteinleri indUkleyerek veya pro-apoptotik genleri suprese
ederek apoptozisi inhibe eder. Nanomolar konsantrasyondaki ouabain
NFkB’yi aktive eder ve apoptozisi 6nler. Ouabainin anti-apoptozis etkisi
icin NFkB aktivasyonu sarttir. Dusuk dozdaki ouabain ayni zamanda hicre
blylumesini arttirir (Sekil 3). Bu etki, sadece ouabainin Na'/K* ATPaz’|
inhibe etmeyecek kadarki dozlarinda gorulmektedir ve intrasellller
depolardan IP3R aracilikli kalsiyum salinmasina baghdir’.
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Sekil 2: Ouabain Na'/K* ATPaz’a baglandiginda, endoplazmik redikulumdaki IP3R
ile birlesir. Bu IP3R molekiliindeki kalsiyum kanallarinin agilmasina ve intraselliiler
kalsiyum diizeyinin artmasina neden olur. IP3R kalsiyuma duyarlhdir ve kanal tekrar
kapanarak kalsiyum diizeyi diiger. Plazma membranindaki depo bagimh kalsiyum
kanallari (SOC) daha sonra daha fazla kalsiyumun hiicre i¢ine girmesini saglar. Bu
siklus ouabainin Na'/K* ATPaz’a bagh kaldigi siirece tekrarlanir. (7 nolu kaynaktan
Tiirkgelestirilmistir.)
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Sekil 3: Ouabain Na'/K* ATPaz-IP3R aracilig: ile hiicre proliferasyonunu arttirir,
apoptozisi inhibe eder. (7 nolu kaynaktan Turkgelestirilmistir.)



2.3.Kardiyak Glikozidler ve Endojen Ouabain

Kardiyotonik steroid olan digitalis ve turevleri, 200 yil
askindir konjestif kalp hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir. 1953
yihinda Schatzman, kardiyotonik steroidlerin sodyum pompasini inhibe
ettigini22 ve digitalis reseptoriiniin plazma membranindaki Na*/K* ATPaz
oldugunu kesfetmistir®>. Memeli kardiyak kasinda Na*/Ca** degistiricisinin
1960 sonlarinda bulunmasi, kardiyak steroidlerin sodyum pompasini
inhibe etmesi ile ikincil bir etki olarak kardiyak kasta pozitif inotrop etkiyle
sonuglanan, intraselliler Ca*? konsantrasyonunun artmasina neden
oldugunun anlasiimasina 6nculik etmistir.

Su an, sodyum pompasinin a; izoformunun,
kardiyomiyositlerin plazma membraninda dagiimis olarak bulundugu
bilinmektedir. Fakat a,, ve a3 izoformlarinin plazma membraninda,
endoplazmik redikuluma yakin bulunmaktadir. Plazmerozom ayni
zamanda Na*/Ca®" degistirici proteini de icerir. Na*/K* ATPaz'in o, ve a3
izoformlarinin inhibisyonu, sitosolik Na® konsantrasyonunu ve indirekt
olarak Ca?* konsantrasyonunun degismesine onciilik etmektedir. Bu
sarkoplazmik redikulumdaki Ca?* igerigini ve Ca®" sinyalini module eder.
Bu modulasyon kardiyak glikozidlerin pozitif inotropik etkilerine liderlik
eder. Kardiyovaskuler dokularda endojen digitalis benzeri bilegiklerin
Uretiminin artmasi Na'/K* ATPaz enzimini inhibe ederek hipertansiyona
katkida bulunur®?.

Endojen Ouabain (Sekil 4) adrenal korteksin ve
hipotalamusun  steroid yapida hormonudur. Ouabain  benzeri
immunoreaktivite, plazma dahil neredeyse butun dokularda bulunmustur.
Fakat en ylksek konsantrasyon adrenal, hipofiz ve hipotalamusta
gdzlemlenmistir®.
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Sekil 4: Endojen kardiyotonik steroid ouabain’in kimyasal yapisi. (22 nolu
kaynaktan alinmistir.)



Oral ve parenteral olarak saglanan ouabain, adrenal
tarafindan tutulmaktadir. Intestinal sistemde ouabain tutulumu %3-5
oranindadir. Ouabain major olarak adrenal bezde stoklanmakta ve/veya
sentezlenmektedir ve salinimi hormonal stimiilasyon ile olmaktadir®?.

Sodyum dengesizliginde, kronik renal yetmezlikte,
hiperaldosteronizmde, konjestif kalp yetmezliginde ve preeklampside
endojen ouabain yilksek konsantrasyonlarda bulunmustur®>°27%8
Ouabainin dusuk dozlarda insanda vazokonstriksiyona neden oldugu
gosterilmistir. Dolasimdaki endojen ouabain seviyesi kan basinci ile
dogrudan iligkilidir. Siganlarin uzun sureli diguk dozlarda (nanomolar)
ouabain veya diger kardenolitlere maruz kalmasi hipertansiyona neden
olmustur®®.

Endojen ouabain gibi birgok endojen kardiyak glikozit
esansiyel hipertansiyonun patogenezinde rol almaktadir. Uzun sureli
yuksek tuzlu diyet ile beslenme, kardiyak glikozitlerin plazma seviyesinin
artmasina neden olmaktadir. Esansiyel hipertansiyonlu hastalarin
%50’sinden fazlasinda endojen ouabain seviyesinin  ylUkseldigi
godzlemlenmistir®.

Genel olarak kardiyak glikozidlerin, intraselliler Na”
seviyesini arttirmak icin plazma membraninda Na® K'-ATPaz enzimini
inhibe ettigine inaniimaktadir. Hiicrede Na* birikmesi intraselliiler Ca*?
konsantrasyonunu yukseltir. Bu nedenle kalp kasi dahil vaskuler duz kasin
kontraksiyonunu arttirmaktadir. Bu olaylar zinciri hipertansiyona neden
olabilmektedir®".



24 Kicuk GTP Baglayici Proteinler, RhoA/Rho-kinaz Yolagi ve
Fizyopatolojik Olaylardaki Rolu

RhoA/Rho-kinaz sinyali ve bunun nitrikoksit seviyesi,
anjiyotensin Il ve vazopresorlerle iliskisi, kardiyovaskuler patofizyoloji i¢in
dnem kazanmaktadir®. Rho kiigilk GTPazdir ve sinyal iletimini diizenleyen
molekuler bir anahtar olarak kabul edilir. Htcreler, lizofosfatidik asit (LPA)
gibi ekstraselltler sinyal ile stimule edildigi zaman, inaktif formu olan GDP
Rho’nun aktif formu olan ve spesifik effektorlere baglanan GTP Rho’'ya
donustigu dusundlmektedir. Rho’nun birgok effektér molekili Rho’nun
aktif formu ile spesifik etkilesimlerine gére aydinlatilmis durumdadir. Rho-
kinaz, Rho’nun birgok htcresel alt fonksiyonlari ile ilgilidir. Rho-kinaz,
miyozin hafif zinciri (MLC) dogrudan fosforilleyerek ve miyozin baglanma
alt Unitesinin  (MBS) fosforilasyonu Uzerinden miyozin fosfatazin
inaktivasyonu ile MLC fosforilasyonunu duzenleyebilmektedir. Rho-kinaz
ve miyozin fosfataz, diuz kas kasilmasina neden olan MLC’nin
fosforilasyonunu koordineli bir sekilde diizenlemektedir®?.

Memeli Rho ailesi en az 14 farkh Uye icermektedir. Bu
proteinler Oncelikle hucre iskeletinin  kontrolinde, stres liflerinin
qu;umunda, fibroblastlarin fokal adezyonunda ve diz kas kasilmasinda
Ca“’ duyarliligininin diizenlenmesinden sorumludur'™.

2.4.1.Kicuk GTP Baglayici Proteinler

Kuguk G proteinleri monomerik yapida ve GTPaz
aktivitesine sahiptir’®>. Kicik G-protein ailesi ylizden fazla Uye
icermektedir. Bunlar yapilarinin benzerliklerine gore 5 alt ailede
siniflandinimislardir. Bu alt aileler: Ras, Rho/Rac/Cdc42, Rab, Sar1/Arf ve
Ran aileleri olarak isimlendiriimiglerdir. Kuguk GTPazlarin molekuler
kitleleri 20-40 kDa arasindadir. Ras ailesi GTPazlar, gen
transkripsiyonuna liderlik etmek icin hucre sinyal iletisini reglle etmektedir.
Rho ailesi GTPaz'lar aktin hicre iskeletini dizenlemekte ve gen
transkripsiyonunu etkilemektedir. Rab ve Arf ailesi GTPaz'lar hicrelerin
farkh membran kompartmanlari arasindaki veziktler trafigin formasyonu
ve hareketini kontrol etmektedir. Ran ailesi GTPaz'lar hem mikrotubul
organizasyonunu hem de nukleositoplazmik protein transportunu
dizenlemektedir. Butin bu GTPaz'larin Okaryotik hucre fonksiyonlarini
kontrol eden bir molekiiler anahtar fonksiyonlari vardir®*.



Klguk G proteinleri diger G proteinleri gibi GDP ve
GTP ile spesifik etkiesme ve GTPaz aktivitesi icin sorumlu aminoasit
dizilimine sahiptir. Effektorleri ile etkilesebilmek igin de ayri bir bdlgeye
sahiptirler’’.  Kicilk G proteinleri GDP-bagh inaktif ve GTP-bagli aktif
olmak Uizere birbirine déniisebilen iki forma sahiptir**. inaktif form GDP’nin
aktif formu GTP’ye dénlsum reaksiyonu GEF (Guanin nikleotid degistirici
protein, guanin nukleotid degistirici faktor) ile stimule edilirken, GDP/GTP
doénusum reaksiyonu GDI (Guanin nukleotid dissosiasyon inhibitdrt) ile
inhibe edilir. Bu GDP/GTP donusum reaksiyonunun hiz kisitlayici
basamagi GDP-bagl formdan GDP’nin ayrilmasidir. Bu reaksiyon oldukca
yavastir ve GEF tarafindan stimile edilir. Hicre bir stimulus ile
uyarildiginda kuguk G proteini, GEF araciligi ile inaktif formdan aktif forma
donusdur. Aktif hale gelmis kiigik G proteini de daha sonra ‘downstream’
effektorlerini uyararak kendisine ait spesifik etkilerin olugsmasina neden
olur (Sekil 5)*°.
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Sekil 5: Kiiciikk G proteini aktivasyonunun regiilasyon modeli. GDI, Guanin
niikleotid dissosiasyon inhibitorii; GEF, Guanin niikleotid degistirici faktor; GAPs,
GTPaz aktive edici protein. (35 nolu kaynaktan Tiirkcelestirilmistir.)



Bu kiuguk G proteinlerinden Rho’nun uyarilmasi citron
kinaz, rho-kinaz, rhoektin, proteinkinaz N gibi ‘downstream’ effektorlerin
uyariimasina neden olur. Bunlardan en fazla inceleneni ve Uzerinde en
cok calisilani Rho-kinazdir®>.

2.4.2.RhoA/Rho-kinaz Yolagi

Rho-kinaz enziminin ROCK1 ve ROCK2 olmak Uzere
iki izoformu bulunmaktadir. Rho-kinaz yolaginin; duz kas htcrelerinde
Ca?* duyarliligi, aktin hiicre iskeleti reorganizasyonu, hiicre adezyonu,
hicresel kontraksiyon gibi fizyolojik olaylarda, anjina, hipertansiyon,
glokom, kanser invazyonu, preeklempsi gibi patolojik olaylarda rol
oynadigi, insan ve hayvanlar Uzerinde yapilan in-vivo ve in-vitro deneysel
calismalarla ortaya konmustur®.

Sitoplazmik serbest kalsiyum seviyesindeki artis diz
kaslarda kasilmayi tetikleyen temel mekanizmadir. Ayni zamanda diuz
kaslarda agonist ile induklenen kontraksiyon buylUk oranda membran
potansiyelinden bagimsiz mekanizmalar ile diizenlenmektedir'".

intraseliller Ca®** seviyesindeki artis, Ca®" ‘un
kalmoduline baglanmasini arttirir. Ca?*-kalmodulin kompleksi, MLCyi
fosforile etmek icin, MLC kinazi aktive eder (Sekil 6)*°. Diz kas
kasiimasinin seviyesini MLC fosforilasyonunun derecesinin belirledigi
genel olarak kabul gormektedir. MLC fosforilasyonu diz kaslarda
kontraksiyona neden olurken, hiicre ici Ca®" seviyesinin azalmasini
takit131en MLC defosforilasyonu gerceklesir ve bu da gevsemeye neden
olur'".

Hucre igi kalsiyum olgulerek yapilan caligmalarda,
kalsiyum konsantrasyonunun MLC fosforilasyonu ve kasilmayla paralellik
gostermedigi belirlenmigtir. MLC fosforilasyonunun miktari veya agonist
stimllasyonu ile olusturulan kontraksiyonun gulcu, depolarizasyonla
olusturulan kalsiyum artisinin neden oldugu kasilmalardan daha buyuk
oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, MLC fosforilasyonunu ve kalsiyum
konsantrasyonundan bagimsiz kontraksiyonun derecesini duzenleyen
onemli ilave mekanizmalar Onerilmistir. Daha sonraki ¢alismalar
gOstermistir ki, GTP-baglayici proteinler agonist-bagimh  kalsiyum
duyarhhiginda rol almaktadirlar'".
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Sekil 6: Vaskiler diz kas hiicre kontraksiyonunda Rho/ROCK diizenlenme
mekanizmasi. Daire i¢indeki P fosforilasyonu géstermektedir. MLC, miyozin hafif
zincir; MLCK, MLC kinaz. (33 nolu kaynaktan Turkgelestirilmigtir.)



Kaguk GTPaz Rho’nun agonistlerle induklenen
kalsiyum duyarlihigindan sorumlu oldugu ve bu etkiyi miyozin fosfataz
aktivitesinin inhibisyonu ile olusturdugu dusunulmektedir. Rho proteinleri
bu etkiyi downstream efektorleri olan Rho-kinaz “Rho-associated kinase”
aracihigi ile olusturmaktadir®®.

Rho-kinaz icin spesifik inhibitorler kullanilarak daha
sonra yapilan caligmalar, Rho-kinaz aracilikli kalsiyum duyarliiginin
hipertansiyon ve koroner arter spazmi gibi hastaliklarda rolu oldugunu
gostermistir'?.

2.4.3.Rho-kinaz Aktivitesinin Diizenlenmesi

Rho-kinaz bir Serin/Treonin protein kinazdir ve GTP
Rho-binding protein olarak tanimlanmigtir. Rho-kinaz enziminin Rock 1 ve
Rock 2 olmak Uzere iki izoformu bulunmaktadir.

Rho-kinaz orta kisminda dolanmis “coiled-coil” bir
alan ve C terminali sonlanmasinda ise PH-benzeri “pleckstrin homology”
alan icerdigi dustiniilmektedir’’. PH alani iki bdlgeden olugsmaktadir.
GTP.Rho dolanmis alanin C-terminali ile etkilesime girmekte ve Rho-
kinazin fosfotransferaz aktivitesini aktive etmektedir. Rho-kinazin C-
terminal kismini kaybetmesi, Rho-kinazi aktif hale getirir. Rho-kinazin C-
terminal alani Rho-baglanma (RB) bdlgesi ve PH alani igermektedir. RB
ve PH alanlarinin enzimi inaktif hale getirmek icin katalitik bolge ile
etkilesime girdigi diisiiniimektedir (Sekil 7).



Ekstraselliiler
stimiilasyon
Rho-kinaz

PH = RB - —'I':-
wm N

— Katalitik

inaktif

katalitik

Aktif

Sekil 7: Rho-kinaz enziminin diizenlenmesi. RB, Rho-baglanma bodlgesi; PH,

plekstrin-benzeri  bodlge; AA, arasidonik asit.

Tirkgelestirilmistir.)
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2.4.4 Rho-kinazin Dokulardaki Dagilimi ve intraselliiler Lokalizasyonu

Rho-kinaz ROCK 2 ekspresyonu beyinde yuksek
oranda, akcigerde ise haftallk olarak orta seviyededir. ROCK 1
ekspresyonu ise yuksek oranlarda kalp, akciger, iskelet kasi, bobrek ve
pankreasta, orta oranda ise plasenta, karacigerde iken beyinde hemen
hemen hi¢ goérinmemektedir. Rho-kinazin sidir beyinindeki dagilimi
gozlemlenmis ve serebral kortekste Rho-kinazin gugli immuanoreaktivite
etkisi gorulmustur. Rho-kinaz ekspresyonunun seviyesinin fare beyininde
postnatal gelisim evresinde yavas yavas artti§i gézlemlenmistir®.

2.4.5.Substratlar ve Hiicresel Fonksiyonlar

Ayni zamanda Rho’'nun effektdéri olan miyozin
fosfatazin miyozin baglanma alt Unitesi (MBS), Rho-kinazin ilk
aydinlatilan substratidir. Miyozin fosfataz; MBS, tip 1 fosfataz katalitik alt
Unite ve duzenleyici alt Unite olmak Uzere Ug¢ alt Uniteden olusmaktadir.
Miyozin fosfataz, MBS araciligi ile fosforillenmis MLC’ye baglanmakta ve
onu defosforillemektedir. MBS’nin Rho-kinaz ile fosforilasyonu, in vitro
ortamda miyozin fosfatazin inaktivasyonu ile sonuclanmaktadir’®. Rho-
kinaz hem MBS'’yi hem de MLC'yi fosforillemektedir. MLC’ye ilave olarak
ezrin/radixin/moesin (ERM) ailesi proteinler de Rho-kinaz ve miyozin
fosfataz icin iyi substratlardir. Bu molekullerin fosforilasyon seviyesini ve
organizasyonunu, Rho-kinaz  ve miyozin  fostafataz birlikte
diizenlemektedirler®.

MBS, MLC ve ERM'’ye ilave olarak Rho-kinaz birkag
proteini daha fosforillemekte ve dizenlemektedir. Adducin ile membran
dalgalanmasi “ruffling” ve hicre migrasyonunu dizenlemektedir. Rho-
kinaz ayrica Na’'-H" degistiriciyi de fosforilleyerek aktive eder. Aktin
baglayici protein, kofilini fosforilleyerek depolimerize aktin filamentlerini
inhibe eden LIM-kinaz'1 fosforilleyerek aktive etmektedir (Tablo 1)™.



Tablo 1: Rho-kinaz substratlari (13 nolu kaynaktan Turkgelestirilmistir.)

Substrat
Miyozin fosfataz MBS

Miyozin (MLC)

ERM (ezrin, radiksin ve moesin)

Adducin

Na*-H" degistirici
LIM-kinaz

Fonksiyonel degisiklik

Miyozin fosfataz inhibisyonu

Miyozinin F-aktin’a baglanmasinda
artis

ERM aktivasyonu

F-aktin’e baglanmada artis

Degistiricinin aktivasyonu

Kinaz aktivitesinde artis

Biyolojik 6zellik

Diiz kas kontraksiyonunda Ca**
duyarhhgu, stres liflerinin olusumu,
fokal adezyon olusumu, hlicre
kontraksiyonu, hiucre mobilitesi

Mikrovillus olusumu

Hucre motilitesi, membran
blazilmesi “ruffling”

Stres liflerinin olusumu

Kofilin fosforilasyonu




2.4.6.Miyozin ve Kontraksiyon

Rho-kinaz MLC’yi MLC kinaz gibi Ser-19 ve
Thr-18’den fosforillemektedir. Bu fosforilasyon miyozin ATPaz’i aktive
etmektedir. MLC’nin Ser-19 Uzerinden fosforillenmesinin, hucresel
kontraksiyon, hucre motilitesi ve sitokinezisde oOnemli rol alan aktin
aktivasyonlu miyozin ATPaz’i indikledigi bilinmektedir. Rho veya Rho-
kinazin  aktif formu hucrelerde ortaya c¢iktiginda, MLC'nin
fosforilasyonunda artis ile birlikte stres liflerinin olusumu, fokal adezyonlar
ve diiz kas kontraksiyonu gdzlemlenmistir®?.

2.4.7.RhoA/Rho-kinaz’in Fizyopatolojik Olaylardaki Roll

Kas hiucreleri disinda ROCK’lar birgok hucresel
fonksiyonlari Rho ikincil “downstream” etkileri ile dizenler. En 6nemlisi,
ROCK’lar aktin-hlcre iskeleti toplulugunu ve hicre kontraktilitesini kontrol
ederek birgok fizyolojik olaya katilmaktadir. Simdiye kadar ROCK 1 ve
ROCK 2’nin farkli fonksiyonlari olduguna dair ¢ok fazla bilgi yoktur fakat
bazi durumlarda farkli regiile edebilmektedirler. Ornegin, apoptozis
siiresince sadece ROCK 1 béliinmektedir®.

2.4.7.1.Kardiyovaskiiler Hastaliklar ve Rho-kinaz

Rho-kinazin fizyopatolojik olaylardaki rolleri, Y27632
gibi Rho-kinaz inhibitrleri kullanilarak degerlendirilmistir™. Y27632
hipertansif siganlarda ylksek kan basincini doza bagimh olarak
dusurmekte iken normal kan basinci degerlerine herhangi bir etkide
bulunmamaktadir. Bu bulgu, Rho/Rho-kinaz aracilikli Ca** duyarlili§ina
bagli diz kas kontraksiyonunun hipertansiyona neden olabildigini
gostermistir™.

Domuza ait spastik koroner arter modelinde Rho-
kinaz yolagi ayrintilari ile incelenmistir. Bu modelde koroner arterin dis
ceperi lokal olarak inflamasyonel lezyonu ve ardisik aterosklerotik
modellemeyi indukleyen inflamatuvar sitokin, interlokin 1B (IL-1B) ile
muamele edilmis. IL—1B uygulanmis bdlgede, Histamin, 5-HT ve trombosit
aktive edici faktor (PAF) lokal olarak koroner spazm gibi koroner
hiperkonstriksiyona neden olmustur. 5-HT ile indUklenmis spastik
bdlgede, MLC fosforilasyonu artmistir. Burada MLC fosforilasyonu ile
olusan vazokonstriiksiyon arasinda pozitif bir iliski vardir'>.



Rho-kinaz’in spesifik inhibitoru olan hidroksifasudil, 5-
HT aracilikh koroner hiperkontraksiyonu doza bagimli olarak inhibe
etmektedir. Spazmin bu inhibisyonuna, 5-HT aracilikli MLC fosforilasyonu
eslik etmektedir. Bu sonuglar, Rho-kinaz yolagi ile artan MLC
fosforilasyonunun koroner arter spazmin patogenezinde ¢ok énemli bir rol
aldigini gostermektedir'®.

MBS’nin Rho-kinaz ile Ser849/584 fosforilasyonunu
ortaya cikartan bir antikor kullanilarak yapilan bir g¢alismada, MBS’nin
fosforilasyonunun kontrol grubuna goére spastik lezyonlu koroner arter
grubunda daha fazla oldugu ve fosforilasyonun olusumu ile
kontraksiyonun siddeti arasinda anlamli bir iligki oldugu gozlemlenmis ve
spastik lezyonlu bolgede ROKB mRNA ekspresyonunun anlamli oranda
arttigr goérulmustur. Rho-kinazin spastik lezyonlu bolgede upregule oldugu
ve bunun miyozin fosfataz aktivitesini MBS’nin fosforilasyonu Uzerinden
inhibe ederek hiperkontraksiyona neden oldugu énerilmistir*®.

Bu bulgulardan yola c¢ikildigi taktirde, Rho-kinaz
insanlarda anormal duz kas kontraksiyonu kokenli bir ¢ok hastalik igin
terapdtik bir hedef olabilir. Ateroskleroz da hipertansiyon ve vazospazmin
nedenlerine ortak olabilmektedir. Aterosklerozun patogenezi, neointimal
formasyon ve patolojik vaskuler remodelleme gibi histolojik degisimlere
neden olan kronik proliferasyon, migrasyon ve makrofajlarin, diz kas
hdcrelerinin veya endotelial hicrelerin invasyonunu icermektedir'.

Su anki kanitlar, Rho-kinaz yolaginin aterosklerotik
lezyonlarin olusmasinda rol aldigini gostermektedir. Spesifik inhibitorler ile
Rho-kinaz’in inhibisyonu neointimal formasyonu inhibe etmektedir. Rho-
kinazin, makrofajlarin ve diz kas hucrelerinin arterlerin dis ¢eperinden
orta veya ice dogru invasyonu ve migrasyonunu duzenleyerek neointimal
formasyonla ilgili oldugu goriinmeketir'>.

Shimokawa ve arkadaslari tarafindan yapilan faz II
calismada stabil efor anjinali hastalarda hidroksifasudil uygulanmasindan
sonra fasudilin antianjinal etkisi arastirimistir. Faz Ila denemelerde 45
hastaya fasudil artan dozlarda (5-10-20mg) 2 hafta oral uygulanmistir. Faz
IIb denemelerde 125 hastaya fasudil artan dozlarda (5-10-20 ve 40mg) 4
hafta oral uygulanmis, yorucu egzersiz testi tedaviden 6nce ve sonra
yapilmistir. Fasudil tedavisinin, maksimum egzersiz testi tedaviden once
ve sonra yapilmistir. Fasudil tedavisinin, maksimum egzersiz zamanini



uzattigi ve yorucu egzersiz testinde 1Tmm ST segment depresyonunun
baglama zamanini édnemli derecede geciktirdigi, egzersiz esnasinda kalp
hizi ve kan basincini tedaviden oOnce ve sonra degistirmedigi
g6zlemlenmistir. Bir baska calismada vazospastik anjinali hastalarda
asetilkolin ile olugan koroner vazospazmin fasudil ile Onlendigi
gosterilmistir®>.

Bu calismalarin sonucunda fasudil gibi Rho-kinaz
inhibitorlerinin mikrovaskuler anjinali hastalarda terapoétik 6nem tasidigr ve
stabil efor anjinanin tedavisi icin yeni vazodilatér bir ilag sinifi olabilecegi
one strilmistir®,

2.4.7.2 Kanser Ve Rho-kinaz

Tumorli ve timorld olmayan mesane orneklerinde
westernblot teknigi ile Rho ve Rho-kinaz kantitasyonu yapilmistir. Sonugta
artmis RhoA, RhoC ve Rho-kinaz uretiminin kas invazyonu, lenf nodu
metastazi ve timaorin kétl yonde farkhlagmasi ile ilgili oldugu goralmustar.
Rho/Rho-kinaz yolaginin mesane kanserinin olusumu ve ilerlemesinde
rolii oldugu ve prognostik marker olabilecegi 6ne siriilmistiir®.

Testikller germ hucre tumorla 57 Japon hastadan
alinan orneklerde RhoA ve Rho-kinaz genlerinin mRNA seviyeleri analiz
edilmistir. RhoA ve Rho-kinaz mRNA’lar1 tumaorlt dokuda timorlt olmayan
dokudan daha fazla bulunmustur. Yiksek RhoA ve Rho-kinaz mRNA
ekspresyonunun tumorun evresi ile ilgili oldugu, RhoA, Rho-kinaz yolunun
testikiler germ hdacreli tumorlerin ilerlemesinde rol oynadigi one
sUrilmistir®.

2.4.7.3.Goz Hastaliklar1 Ve Rho-kinaz

insan lens epitelyum hiicrelerinde Rho ve blyime
faktorlerinin iliskisi arastiriimistir. Akdéz ve vitrdz humordan kaynaklanan
buyime faktor ve hormonlar lens epitelyum hucrelerinin blyume ve
gelismesini dizenler. Biyume faktoérlerinin etkisi; lens hulcrelerinde aktin
hicre iskelet yapisi Uzerinde etkilidir. Buyume faktorlerinin Rho-GTPaz
aktivitesini stimule ettigi gosterilmistir. Rho/Rho-kinaz yolaginin, biyime
faktorlerinin  olusturdugu hucre iskeleti reorganizasyonunda 6nemli
downstream effektdr oldugu ortaya konmustur>.



2.4.7.4.Obstetrik ve Rho-kinaz

insan gebe myometriumunda, ROCK 1 ve ROCK 2
izoformlarinin  arttig1  gosterilmigtir. Rho-kinaz inhibitora Y-27632'nin
oksitosinle olusan kontraktil aktiviteyi doza bagiml olarak azalttigi ortaya
konmustur. Rho-kinaz inhibitorlerinin erken dogum tehtidinde yeni tokolitik
ajan olarak kullanilabilecegi 6ne suriimustir*’>>2,

Ark ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, normal ve
preeklamptik insan plasentalarinda ROCK 2 ekspresyonlari incelenmis.
Calisma sonucunda ROCK 2 enziminin preeklamptik plasentalarda arttigi
ve aktif ROCK 2 enziminin dlgllebilir diizeyde oldugu gdsterilmistir?.

2.4.7.5.Uriner Sistem ve Rho-kinaz

Rowland ve arkadaslan tarafindan iyicil prostat
hiperplazisinde (BPH) Rho-kinaz’'in roli arastinlmistir. BPH’de
obstriksiyon ile mekanik olarak driner akim engellenir. BPH'de sadece
prostatin genigledigi statik komponent ve duz kas tonusunun arttigi
dinamik komponent olmak Uzere iki komponenti vardir. GUnUmuzdeki
tedavi prostat hcrelerinin proliferasyonunu inhibe etmek veya tonusunu
azaltmaktir. Rowland ve arkadaslarinin yaptigi bu ¢alismada prostatik duz
kas hucrelerinde Rho-kinaz inhibitorlerinin antiproliferatif ve gevsetici
etkisinin oldugu gosterilmistir. BPH tedavisinde Rho-kinaz inhibitdrlerinin
kullanilabilecegi 6ne sirtimustir*.



3.GEREG ve YONTEM

3.1.Geregler

3.1.1.Kullanilan Deney Hayvanlari

fareler kullaniimistir.

Deneylerde, Wistar cinsi 250-300g agirliginda, erkek

3.1.2.Kullanilan Kimyasal Maddeler

Biotechnology)

(MM) (Pierce)

Ouabain (Sigma)

Sivi nitrojen (MVE)

Bisinkoninik asit (BCA) (Sigma)

Sigir  serum albumini  (BSA) (Santa Cruz

Parafin (Pechiney)

SDS (Bio Rad)

Sucrose (Amresco)

Bromophenol Blue (Sigma)

Betamerkaptoetanol (Sigma)

Molekiler marker “ Chemiluminescent Blue Ranger®”

% 30 Acrylamide/Bis (Bio-Rad)
Tris HCI buffer (pH: 6.8 - 0.5 M) ( Bio-Rad)
SDS (Bio-Rad)

Ammonium per sulfate (Amresco)
TEMED (Amresco)

Tris (1.5 M, pH: 8.8) (Bio-Rad)
APS (Amresco)

Metanol (Carlo Erba)
Nitrocellulose membran (Bio-Rad)
PVDF membran (Bio-Rad)

Sut tozu (ST) (Pinar)

Antikor ROCK 1 (BD)

Antikor ROCK 2 (BD)

Anti Mouse (AM) (Pierce)

ECL Advance (Pierce)

X-Ray Film (Agfa)

Developer (Kodak)

Fixer (Kodak)



Ouabain gunlik olarak SF’te ¢ozulerek hazirlanmistir
ve I1siktan korunarak +4 °C’de saklanmistir.

3.1.3.Kullanilan Aletler

Hassas terazi (Shimadzu)
Mikropipet (Eppendorf Research)
Vortex (Firlabo)

Jiletli Homojenizator (IKA)
Supersonic Homojenizator (SONICS)
Santriflj (Nuve)

Su banyosu (Nuve)

Plate okuyucu (Platereader)
Calkalayici (IKA)

Isitici (FALC)

Elektroforez Tank (Bio Rad)
Elektroforez Tank (Invitrogen)
Semi Dry Tank Blot (Bio Rad)
Tank Blot (Bio Rad)



3.2.Yontem

3.2.1.in-vivo Kan Basinci Olciimii (Kuyruk Mansonu Ydntemi)

Ouabain 28 pg/kg dozda serum fizyolojikde ¢ozunerek
6 hafta bo%unca sicanlara, hergun intraperitonal olarak enjekte

edilmistir*>#*

Siganlarin kan basinci olgimunde, kuyruk mangonu
yontemi kullaniimistir. Deney hayvanlarinin sistolik kan basinglari 6 hafta
boyunca haftada 2 kez kuyruklarindan kuyruk mangonu yodntemi ile
Olculmus ve degerlerin ortalamasi alinmistir.

3.2.2.Doku Homojenizasyonu ve Protein Miktar Tayini

Ouabain uygulanmis deney hayvanlarinin ve kontrol
gurubunun aort, kalp ve bobrekleri alinarak ependorflara konulmus ve
deney glintine kadar —80 °C’de saklanmistir.

Dokulari homojenize etmek i¢in sogutucudan alinan
dokular, buz akusune konulmustur. Bobrekler petri kabinda jilet ile 6nce
klglUk parcalara bolindukten sonra ependorfa alinarak IKA marka bigakl
homojenizatdorde 2 dakika homojenize edilmistir. Kalpler petri kabinda jilet
ile 6nce kuguk pargalara bolundikten sonra ependorfa alinarak IKA marka
bicakli homojenizatorde 2 dakika homojenize edilmistir. Aortun igerisinde
sivi nitrojen bulunan havana konularak havaneli ile sivi nitrojen ucana
kadar ezilmigtir.

Toz haline gelen aort homojenizasyon tamponu (160
bl)  iceren  eppendorfa alinarak SONICS marka supersonik
homojenizatorde 2 kez 10’ar saniye homojenize edilmigtir. Kalp ve
bdbrekleri iceren ependorflara 160 uyl homojenizasyon tamponu
eklendikten sonra aort iceren ependorflarla birlikte 6nce vortekslenerek
santrifiij cihazina konulmustur. Bitiin dokular santriflij cihazinda +4 °C’'de,
10000 G'de 10 dakika santrifij edilmigtir. Santrifijden sonra her bir
ependorftan slpernatantlar mikropipet araciigr (150 pl) ile temiz
ependorflara aktariimistir.



Homojenize edilmis dokulardaki proteinlerin miktar
tayini icin bisinkoninik asit (BCA) yontemi kullaniimistir®>. Bu ydntem
proteinlerin BCA ile tepkimeye girdiklerinde 562nm’de verdikleri absorbans
degerlerinin bilinen standart protein konsantrasyonlarindaki absorbans
degeri ile karsilastirilarak hesaplanmasina dayanmaktadir.

Dokular plaka konulmadan ©6nce her dokunun
konulacak hacimlerini ve kontrol igin kullanilacak proteinin hacimlerini
gOsteren tablo (Tablo 2) hazirlanmigtir. Tabloya goére belirlenmis
hacimlerde plak igindeki bélimlere d.H,O, sigir albumini (BSA) ve doku
homojenatlari konmusgtur. Bobrekler 1/20 oranda distile su ile dilie
edildikten sonra, kalpler 1/30 oraninda dilie edildikten sonra plate’e
yerlestiriimistir. Plate’de bulunan her bolim distile su ile 20ul'ye
tamamlandiktan sonra her bélime 200ul BCA (1/50 oraninda %4 CuSO4
ile dilie edilmis) eklenmisgtir.

Plak tamamen dolduktan sonra, plagin Gzeri parafin
ile kapatllarak 5 dakika boyunca dakikada 50 hizda c¢alkalayicida
calkalanmistir. Calkalamanin ardindan plak, daha énceden 37 °C sicakliga
getirilmis su banyosunda bekletilmistir.

Su banyosunun ardindan plak, plak okuyucuya
yerlestirilerek 562nm’de dlgiim yapilmistir. Olglilen absorbans degerleri
hesaplanarak, her bir plate hlcresinde bulunan protein miktarlari (ug)
bulunmustur. Plak hicresindeki protein miktarini gdsteren bu deger
kulanilarak ependorflarda bulununan ana numunedeki protein miktari
asagidaki formuller kullanilarak hesaplanmigtir.

Me.: Ependorfta bulunan protein miktari
Vp: Plak konan hacim

Ms: Olgulen protein miktari (ug)

d: DilGe orani



Tablo 2: BCA yontemi ile protein miktar tayininde plak yerlesim tablosu. B, kér (d.H,0); BSA, sigir serum albumini;O7B-012B,
ouabain uygulanmig bébrek; K4B-K6B, kontrol bébrek; O7K-O10K, ouabain uygulanmig kalp; K4K-K6K, kontrol kalp.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A B B 2ul 2ul 2ul 4ul 4ul 4l oul oul oul 8ul
BSA BSA BSA BSA | BSA BSA BSA BSA BSA | BSA
B 8ul 8ul 10ul 10ul 10ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
BSA | BSA | BSA BSA BSA | O7B o7B o7B 08B 08B 08B 09B
c 5ul 5ul 5ul S5ul S5ul Sul 5ul S5ul S5ul S5ul Sul S5ul
Oo9B | O9B | O10B | O10B | O10B | O11B | O11B | O11B | O12B | O12B | O12B | K4B
D 5ul 5ul 5ul S5ul S5ul Sul 5ul 5ul 5ul S5ul Sul S5ul
K4B K4B K5B K5B K5B K6B K6B K6B O7K | O7K | O7K | O8K
E 5ul 5ul 5ul 5ul S5ul 5ul 5ul 5ul 5ul S5ul 5ul S5ul
O8K | O8K | O9K | O9K | O9K | O10K | O10K | O10K | K4K K4K K4K K5K
E 5ul 5ul 5ul S5ul S5ul 5ul 5ul 5ul 5ul S5ul 5ul 5ul
K5K K5K K6K K6K K6K O7K | O7TK | O7TK | O8K | O8K | O8K | O9K
G 5ul 5ul 5ul S5ul S5ul Sul 5ul S5ul S5ul S5ul Sul S5ul
O9K | O9K | O10K | O10K | O10K | K4K K4K K4K K5K K5K K5K K6K
H 5ul 5ul
K6K K6K




3.2.3. immunoelektroblotlama (immunoelectroblotting)

immunoelektroblotlama_ydntemi 3 temel basamaktan
olusmaktadir. ilk asamada proteinler, elektrik akimi ile poliakrilamid jelde
molekil agirliklarina goére farkli hizlarda suriklenirler. ikinci asamada,
surtklenen bu proteinler yine elektrik akimi ile jel Uzerinden membran
yuzeyine aktarilirlar. Son asamada ise analiz edilmek istenen proteine
spesifik birincil antikor analiz edilmek istenen proteine ve kemiliminesans
madde ile 181k veren ikincil antikor birincil antikora baglanarak karanlik
odada x-ray filmde olusturdugu goérintiden istenilen protein analiz
edilmektedir.

Ornek icindeki protein miktarlarina gére, en az protein
iceren ornek gbz onune alinarak immunotransblotting yonteminde jele
konacak o&rneklerin hacimleri hesaplanir. Bu hesaplamada amacg
cukurlarin kapasitesini agsmadan her hucreye esit miktarda proteini
koyabilmektir. Bu hesaplama yapilirken jel hucrelerine 6rneklerin 1:2
oraninda ornek tampon ile karigtirilarak konacagl g6z onune alinarak
asagidaki formule gore hesaplanmistir.

Mj=MeXKXVj

Me: Ependorfta bulunan protein miktari (ug)
K: Ornek ve drnek tampon karisma orani
V;: Jel huicresinin hacmi (pl)

M;: Jele konacak ortak protein miktari (ug)

Jele konmasi gereken protein miktari bulunduktan
sonra, her jel hucresine alinacak orneklerin hacimleri asagidaki formule
gore hesaplanmigtir.

O;: Ornekten alinmasi gereken hacim (ul)
M;: Jele konacak ortak protein miktari (ug)
Me: Ependorfta bulunan protein miktari (ug)

Ceker ocakta, 1 pl betamerkapto-etanol / 110pl 6rnek
tampon karisimi (1 kisim) ile ependorflarda bulunan homojenatlar (2k,
150-120pl arasinda) yeni ependorflarda karistirilmistir (Kalp, 5:1; bébrek,
7:1; aort, 1:1 oranlarinda). Ependorflar 5 dakika siresince 90°C’de



Isiticida bekletilmistir. Hesaplanan degerlere gore jeldeki her gukura ayni
miktarda protein gelecek sekilde ependorflardaki érnekler jele yuklenmistir.

Jeller elektroforez icin running buffer iceren tanka (Bio
Rad) konularak, proteinler alt jele gelene kadar 20 Volt, alt jele geldikten
sonra ise 200 Volt'ta jelin en altina suruklenene kadar elektroforeze
devam edilmigtir.

Elektroforezin ardindan jelde suruklenerek molekil
agirliklarina goére dizilen proteinleri membrana aktarmak igin (aort icin
PVDF membran, kalp ve bdbrek icin nitroselliloz membran) jeller tanka
konur. Bobrek ve aort igin, transblot solisyonu iceren (%20 metanol
iceren running buffer) tankta (Invitrogen) blotlama yapilmistir. Bobrek igin
50 Volt, 336 mA'de 1 saat, aort icin ise 49 Volt, 345 mA’de 1 saat
bolotlama yapilmistir.  Kalp igin ise birinci jel semi dry blot (Bio Rad) ile
transblot solUsyonu varliginda 20 Volt'da 1 saat, ikinci jel tank blot ile 30
Volt 350 mA’de 1 saat blotlama yapiimigtir.

Blotlama ardindan membranlar TBS-T ile kisaca
yikanmistir. Ardindan membranlar % 5 sit tozu igceren TBS-T ile
calkalayicida bloklama yapiimigtir. Bloklamanin ardindan membranlar ayri
ayri ilk dnce primer antikor ile (% 5 sit tozu iceren TBS-T ile 1/200 — 1/500
oranlarinda ROCK 1, ROCK 2) 2,5 saat calkalayici Uzerinde
calkalanmigtir. Primer antikorun ardindan membranlar, sekonder antikor
(Anti Mouse) ile 1 saat calkalanmistir (Sekonder antikor AM %5 sut tozu
iceren TBS-T ile 1/1000 oraninda hazirlanmigtir). Sekonder antikordan
sonra 3 kez 5er dakika TBS-T ile membranlar yikanmistir. Bu sekilde,
analiz etmek istedigimiz proteine spesifik olan primer antikor proteine
baglanmakta, ve kemiliminesans madde ile i1sik veren sekonder antikor
da primer antikora baglanmaktadir.

ECL+Advance, 1:1 oraninda karistirilarak
kemiluminesans madde hazirlanmig ve membran 10 dakika suresince
karanlik ortamda yikanmigtir. Kemiluminesans madde ile yikanan
membranin filmi karanlik odada x-ray film ile gekilerek elektroforez ile
molekul agirhgina goére suruklenmis proteinin x-ray filmde olusturdugu
goruntd molekuler marker’larin olusturdugu goruntu ile karsilastiriimigtir.
X-ray filmdeki goruntilerden Scion Image (v 4.0.2) programi ile bantlarin
optik dansiteleri (AU cm™ “Absorbans iinitesi”) belirlenmistir.



3.2.4 istatistiksel Analiz

Kontrol ve ouabain uygulanmis deney hayvanlarinda
tespit edilen sistolik kan basinglari, ortalamazortalamalarin standart hatasi
seklinde ifade edilmistir.

Sistolik kan basinci dlgimu ve dokulardaki rho-kinaz
enzim ekspresyonunun olgimunde tek yonlu Varyans (ANOVA) analizi ile
Student ortalamalar arasi “unpaired” t testi kullaniimistir. P < 0,05 dizeyi
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.



4. BULGULAR

4.1.0uabain ile indiiklenen Hipertansiyon

6 hafta boyunca hergun 28 ug/kg ouabain uygulanan
sicanlarda ve SF uygulanan kontrol grubunda haftada iki defa kuyruk
mangonu ydntemi ile sistolik kan basinglari 6lgtilmistir. Olglim sonuglari
grafik 1’de gdsterilmistir. Olgiim sonucu ouabain uygulanan siganlarda
kontrol grubuna goére sistolik kan basincinda artis gorllmustir. 6 hafta
sonunda kontrol grubundaki sistolik kan basinci 120,667+0,882 n=6 iken,
ouabain uygulanan grupta bu deger 155+3,184 n=9 c¢ikmistir. Ouabain
uygulamasina bagll kan basincindaki artis 4. haftadan itibaren anlamlilik
kazanmistir.



170~
160~ . * —=— Kontrol

150~ * —+— QOuabain

o 140-
T 130+
€ 120-
110-
100-

Hafta

Grafik 1: Kontrol ve ouabain uygulanan si¢anlardaki kuyruk mangsonu yéntemi ile
elde edilen haftalik ortalama sistolik kan basinci grafigi. * Ouabain uygulanmisg ve
uygulanmamis gruplar arasinda anlamh farklilik (p < 0,05).



4.2.Aort, Bobrek ve Kalpteki ROCK Ekspresyonlari

4.2.1.Aort Dokusundaki ROCK Ekspresyonu

Kontrol grubundan alinan aort dokularindaki ROCK1’e
ait optik dansite degeri 0,85 + 0,08 n=4 bulunmustur. Ouabain uygulanmis
siganlardan alinan aorta dokularindaki ROCK1’e ait optik dansite degeri
0,97 = 0,01 n=3 bulunmusgtur. Kontrol grubu ile ouabain uygulanmig
gruplardan alinan aort dokularindaki ROCK1’e ait optik dansite arasindaki
fark istatistiksel bakimdan anlamli bulunmamistir (Sekil 8).

AKC K1 K2 O1 02 03
ROCK 1 S e ey B

T e T T W o

-
(=]
1

Optik Dansite
e
T

(ROCK1/Aktin)

0.0
Kontrol Ouabain

Sekil 8: Ouabain uygulanmis ve kontrol grubu sicanlarin aorta dokularindaki ROCK1
ekspresyonu.



Kontrol grubundan alinan aort dokularindaki
ROCKZ2’ye ait optik dansite degeri 1,22 £ 0,09 n=3 bulunmustur. Ouabain
uygulanmis siganlardan alinan aort dokularindaki ROCK2'ye ait optik
dansite degeri 1,23 £ 0,09 n=5 bulunmustur. Kontrol grubu ile ouabain
uygulanmis gruplardan alinan aort dokularindaki ROCK2ye ait optik
dansite arasindaki fark istatistiksel bakimdan anlamli bulunmamistir (Sekil
9).

K4 K6 010 O11 012 BYN

ROCK 2
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Kontrol Ouabain

Sekil 9: Ouabain uygulanmis ve kontrol grubu sicanlarin aorta dokularindaki ROCK2
ekspresyonu.



4.2.2.Bobrek Dokusundaki ROCK Ekspresyonu

Kontrol grubundan alinan bobrek dokularindaki
ROCK1’e ait optik dansite degeri 1,08 + 0,06 n=3 bulunmustur. Ouabain
uygulanmis siganlardan alinan bdbrek dokularindaki ROCK1’e ait optik
dansite degeri 0,78 + 0,04 n=6 bulunmustur. Kontrol grubu ile ouabain
uygulanmis gruplardan alinan boébrek dokularindaki ROCK1’e ait optik
dansite arasindaki fark istatistiksel bakimdan anlamli bulunmustur ($ekil
10). Bu sonuglar bdbrekteki ROCK1 ekspresyonunun ouabain uygulanan
grupta kontrole gore daha dusuk oldugunu gostermistir.
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Sekil 10: Ouabain uygulanmis ve kontrol grubu sicanlarin bébrek dokularindaki ROCK1
ekspresyonu.



4.2.3.Kalp Dokusundaki ROCK Ekspresyonu

Kontrol grubundan alinan kalp dokularindaki
ROCK1’e ait optik dansite degeri 1,05 £ 0,17 n=4 bulunmustur. Ouabain
uygulanmis siganlardan alinan kalp dokularindaki ROCK1’e ait optik
dansite degeri 0,81 £ 0,07 n=5 bulunmustur. Kontrol grubu ile ouabain
uygulanmis gruplardan alinan kalp dokularindaki ROCK1’e ait optik
dansite arasindaki fark istatistiksel bakimdan anlamli bulunmamigtir (Sekil

11).
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Sekil 11: Ouabain uygulanmis ve kontrol grubu sicanlarin kalp dokularindaki ROCK1
ekspresyonu.



5.TARTISMA

Esansiyel hipertansiyonun etiyolojisinde ouabainin
dnemli bir role sahip oldugu diistiiniilmektedir. Ouabainin bu etkisini Na'K*
ATPaz'1 inhibe ederek olusturdugu diisiinilmektedir*’. Ancak calismalar
ouabainin farkli mekanizmalarla da hipertansiyon etiyopatogenezine
katkida bulunabilecedini gostermistir**®. Rho-kinaz enzimi miyozin
fosfatazi inaktive ederek duz kas kasilmasina neden olan miyozin hafif
zincirin fosforilasyonuna neden olmakta ve diiz kas kasilmasinda Ca*
duyarliligini diizenlemektedir'®'"*”. Mukai ve arkadaslari, Rho-kinaz'in
aktivasyonunun  hipertansiyonun  gelisiminden  sorumlu  oldugunu
gostermisler*’. Bu nedenle biz hem ouabainin hem de Rho-kinaz'in roliinii
incelemek igin, ouabain ile induklenen hipertansiyonda RhoA/Rho-kinaz’in
rolU olup olmadigini arastirmayi1 amagcladik.

Yaptigimiz g¢alismada, ouabain ile hipertansiyon
olusturulan  siganlarin  kalp, aort ve bobreklerindeki rho-kinaz
ekspresyonundaki degisiklikleri inceledik.

Western Blot yontemi ile yapilan deneylerin
sonucunda aort ve kalp dokularinda ROCK enzim ekspresyonlarinda
kontrol grubuna gore bir degisiklik gdozlemlenmezken, bobrek dokularinda
kontrol grubuna gére ROCK enzim ekspresyonunun azaldigi belirlenmigtir.

Farkli hipertansiyon modellerinde aort ve kalp
dokularinda Rho-kinaz ekspresyonlarinda artis gdzlemlenmistir*®. Ancak
bizim yaptigimiz ¢alismada ouabain ile induklenen hipertansiyonda aort ve
kalpdeki rho-kinaz ekspresyonlarinda herhangi bir farkhlik belirleyemedik.
Rho-kinaz ekspresyonu ouabain ile induklenen hipertansiyonda aortta
degismemesine ragmen hipertansiyonda o6nemli olabilecek mezenterik
yataklarda ve/veya renal arterlerde degismis olabilir.

Diger taraftan, aorttaki ROCK ekspresyonu
degismemis olmasina ragmen aktivasyonlarinda bir degisiklik olmasi
olasidir. Bunun igin, izole organlarda fonksiyonel calismalarin ve MYPT
fosforilasyonunun incelenmesi gerekmektedir. Ancak bu tez kapsamindaki
calismalarda bu deneyler gerceklestirimemistir.

Ouabain ile indiklenen hipertansif sicanlarin bobrek
dokularinda, kontrol grubuna gore Rho-kinaz ekspresyonunun diastugunad



gozlemledik. ROCK ekspresyonunun dusmius olmasinin  nedeni
hipertansiyonu kompanse etmek igin olabilir.

Rho A’nin aktif formunun renal epitel hicre
kultirinde, hicre icine enjeksiyonu sonucunda, Na*-K* ATPaz enziminin
sitozolden membrana yer degistirdigi gbzlemlenmistirso. Bazolateral
membranlardaki Na’-K* ATPaz diizeyinin artmasi da indirekt olarak
viicuda Na™“un geri kazandiriimasina aracilik edebilir. Bu da intravaskdiler
Na® miktarini arttirarak hipertansiyona neden olabilecek bir mekanizma
olabilir.

Ouabain ile induklenen hipertansiyonda bobrek ROCK
ekspresyonundaki azalma, belki de bu hipertansif etkinligi kompanse
edebilmek amaci ile gelismis olabilir.

Yuksek tuz diyeti ile beslenerek hipertansiyon
olusturulan sigcanlara Rho-kinaz inhibitéri olan fasudil uygulanmasi ile 7
hafta sonunda aktive olmus renin-anjiyotensin Il sistemine etki etmeden,
azalan bobrek fonksiyonlarinda artis gozlemlenmigtir ve artmis kan
basincinda herhangi bir diisme gézlemlenmemistir®'. Yiiksek tuz diyeti ile
hipertansiyon olusturulan siganlarin bobrek dokularinda Rho-kinaz mRNA
ekspresyonundaki artis gozlemlenirken Rho-kinaz seviyelerinde bir
degisiklik gobzlemlenmemistir. Rho-kinaz inhibitéri  olan fasudilin
uygulanmasi ile Rho-kinaz mMRNA seviyesinde bir degisiklik
g6zlemlenmemistir. Bu da ouabain uygulanmis sigcanlarda hipertansiyonun
olusmasinda farkli yolaklarin rol alabilecegini disindirmektedir.

Nishikimi ve arkadaslari “Dahl salt sensitive”
sicanlarda ROCK 1 ve ROCK 2 mRNA dizeylerinin arttigini
g('jstermi§lerdir49. Bizim galismamizda ROCK 1 ekspresyonlari bodbrek
dokularinda azalmigtir. Bunun bir nedeni farkli hipertansiyon
modellerindeki ROCK ekspresyonlarinin farkh sekilde dedisiyor olmasi
olabilir. Diger taraftan Nishikimi ve arkadaslarinin calismasinda sadece
MRNA dulzeyleri incelenmis, protein ekspresyonlarina bakilmamistir.
Dolayisi ile mRNA ve protein ekspresyonlarinin bu hipertansiyon
modelinde de farkli gelismesi olasidir.



6.SONUG

Quabain ile indlklenen hipertansif sicanlarin aort,
bobrek ve kalp dokularindaki Rho-kinaz ekspresyonlari, kontrol grubu
sicanlarin aort, bobrek ve kalp dokularindakiler ile karsilastiriimistir.

Miyozin hafif zincir fosfatazi inhibe ederek duz kas
kontraksiyonundan sorumlu olan Rho-kinaz'in ekspresyonu, aort ve kalp
dokularinda kontrol grubuna goére istatistiksel olarak bir anlam ifade
edecek sekilde degisiklik gostermemistir. Bu bulgu bize ouabain ile
induklenen hipertansiyonda duz kas kontraksiyonunda Rho-kinaz
yolagindan farkh yolaklarin da etkili rol alabilecegini ve Rho-kinaz
ekspresyonunda artma olmamasina ragmen aktivitesinde bir artig
olabilecegini dusundurmustur.

Ouabain ile indiklenen hipertansif sicanlarin bobrek
dokularindaki Rho-kinaz ekspresyonunda, kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu bulunmustur. Bu azalma Na*-
K" ATPaz enziminin sitozolden membrana yer degistirmesi ile veya daha
farkh mekanizmalarla olusan hipertansif etkinligi kompanse edebilmek
amaci ile gelismis olabilir.

Bulgularimiz bize ouabain aracilikh hipertansiyonda
Rho/rho-kinaz yolaginin rolunun daha detayl olarak incelenmesinin gerekli
oldugunu gdstermektedir. Ozellikle diger damar vyataklarinda ve
bdbreklerde Rho/ROCK ekspresyon ve aktivitelerinin incelenmesi sonucu
ouabain-hipertansiyon arasindaki iligkinin daha iyi bir gsekilde ortaya
konulmasi saglanabilir.



7.0ZET

Kronik ouabain uygulanmis siganlarin damar, bdbrek
ve kalp dokularinda rho-kinaz enzim ekspresyonlarinin incelenmesi

Quabain ile indlklenen hipertansif sicanlarin aort,
bobrek ve kalp dokularindaki Rho-kinaz ekspresyonlarindaki olasi
degisikliklerin incelenmesi ic¢in, normal ve hipertansif hayvanlarin bu
dokularindaki rho-kinaz duzeyleri kargilastirldi.

Siganlara 6 hafta boyunca hergin 28 ug/kg ouabain
enjekte edildi. Ouabain tedavisi ardindan, aort, bobrek ve kalp dokulari
alinarak homojenize edildi. Dokulardaki rho-kinaz ekspresyonu Western
Blot yontemi ile incelendi.

Kontrol ile hipertansif hayvanlar arasinda, aort ve kalp
dokularindaki rho-kinaz ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamamistir. Fakat, normal tansiyonlu si¢anlarin bobrek dokulari
ile karsilastirildiginda, hipertansif sicanlarin bobrek doksundaki rho-kinaz
ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli biz azalma gostermigstir. Bobrek
dokusundaki ROCK 1 ekspresyonu, ouabain aracilikh hipertansiyonun
etkilerini kompanse edebilmek i¢in dismus olabilir.

Normal ve hipertansif sicanlarin aort ve kalp
dokularindaki rho-kinaz ekspresyonunda bir degigiklik olmamasina
ragmen, bu dokularda rho-kinaz aktivitesinde bir artig olmus olabilir. Fakat
biz bu enzimin aktivitesini calismamizda incelemedik.

Ouabain aracilikli hipertansiyonda rho-kinazlarin tam
rolund agiklayabilmek igin, hipertansiyonda énemli olan &zellikle bobrek,
renal ve mezenterik arterlerde daha fazla calisma yapilmasi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ouabain, rho-kinaz, Na*K* ATPaz, ouabain-aracilikli
hipertansiyon.



8.SUMMARY

Investigation of rho-kinase expression in the kidney,
heart and blood vessel tissues of chronic ouabain treated rats.

To investigate the possible expression changes of
rho-kinases in the blood vessel, kidney and heart tissues of ouabain-
induced hypertansive rats, we compared the levels of rho-kinases
between those tissues of normotensive and hypertensive animals.

Ouabain were injected to rats 28 ug/kg per day for 6
weeks. After ouabain treatment, aorta, kidney and heart tissues were
collected and homogenised. Rho-kinase expression of the tissues were
evaluated by Western Blotting.

We did not find significantly change of rho-kinase
expression between the aorta and heart tissues of control and
hypertensive animals. But rho-kinase expressions significantly reduced in
the hypertensive kidney tissues when compared to normotensive group.
Kidney ROCK1 expressions may be decreased to compansate the effects
of ouabain-induced hypertension.

Although the rho-kinase expressions between control
and hypertensive animals on the heart and aorta didn’t change, there may
be an increased activity of rho-kinase in those tissues. However we did not
evaluate the activitiy of the enzyme.

To explain the exact role of rho-kinases in the ouabain
induced hypertension, further studies are needed particularly in the kidney,
renal and mesenteric arteries important in the hypertension.

Keywords: Ouabain, rho-kinase, Na'K" ATPase, ouabain-induced
hypertension.
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