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ABSTRACT

Purpose: Our goal is to determine the effects of pulsed field magnetic field treatment (PMF), which has been reported
to lower blood cholesterol, glucose, triglyceride levels and recover vascular defects of diabetic rats, on ATP-sensitive
potassium channel subunits, Kir 6.1 and Kir 6.2, of streptozotocin (STZ)-induced diabetic rat aorta.

Methods: Diabetes was induced in rats by streptozotocin administration. Pulsed filed magnetic field treatment
performed at 1,5 mT intensity on diabetic rats. Aortas were excised out and mRNAs were isolated and reverse
transcribed into cDNAs. In order to evaluate mMRNA expression levels, real time PCR was employed with primers
specific for Kir 6.1 and Kir 6.2 mRNA.

Results: In our studies, pulsed filed magnetic field treatment repressed Kir 6.1 but not Kir 6.2 mRNA expression in
diabetic rats.

Conclusion: In aorta diabetes-induced endothelial dysfunction leads to impairment in contraction-relaxation response
and vascular tone, which could be recovered in part by PMF treatment. Our findings here may suggest that the positive
therapeutic effect of PMF possibly act through the regulation of ATP-sensitive potassium channels, Kir 6.1 and Kir 6.2.
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OZET

Amagc: Normal ve streptozotosin ile indiklenen diyabetik sicanlarda serum kolesterol, glikoz, ve trigliserid seviyelerinin
normale dénmesini, damarsal hasarlarin giderilmesini ve 6zellikle aort halkalarinda gevseme yanitinin olusmasinda
olumlu etkileri olan pulslu manyetik alanin (PMA) streptozotosin ile induklenen diyabetik siganlarda ATP’ye duyarli
potasyum kanallari alt Unitelerinden olan Kir 6.1 ve Kir 6.2 Gzerine olan etkilerini belirlemek bu galismamizin temel
amacidir.

Yontem: Diyabet, siganlarda Streptozotosin uygulamasi ile indUklendi. Diyabetik si¢canlara 1,5 mT siddetinde pulslu
manyetik alan tedavisi uygulandi. Aortlari kesilerek ¢ikarildi ve mRNA izole edilerek ardindan cDNA haline gevrildi.
mRNA ekspresyon diizeylerini belirlemek icin Kir 6.1 ve Kir 6.2 mRNA’larina 6zgl primerler araciligiyla real time PCR
yapildi.

Bulgular: Calismalarimizda kullanilan PMA'nin, diyabetik siganlarda Kir 6.1 mRNA ekspresyonunu baskilarken ve Kir
6.2 mRNA ekspresyonunu indikledigi gézlenmistir.
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Sonug¢: PMA tedavisi aortda diyabete bagli olarak ortaya gikan endotel hasarlar ile iligkilendirilmis kasiima-gevseme

yaniti ve vaskiler tonda olusan fonksiyon bozukluklarinin kismen iyilestiriimesini saglar. Bizim buradaki bulgularimiz,

PMA’nin pozitif tedavi edici etkisini ATP’ye duyarl potasyum kanallarinin Gizerinden gergeklestirdigini dnermektedir.
Anahtar Kelimeler: Streptozosin, PMA, KATP, Kir 6.1, Kir 6.2

GiRIiS

Diabetes mellitus siklikla yalnizca diyabet
olarak adlandirilan, genellikle kalitimsal ve
cevresel etkenlerin birlesimi ile olusan ve kan
glukoz seviyesinin asir oranda yiukselmesiyle

(hiperglisemi) karakterize metabolik bir
bozukluktur. Diyabet genel itibariyle insilin
salgilanmasinda ki vyetersizlik ya da insdlinin

etkisinde ki bir bozukluk sonucunda ortaya ¢ikan
yiksek kan sekerinin yol actigi birkag grup
hastaligi tanimlamak i¢in kullanilan ortak bir terim
olarak da kullaniimaktadir. Yiksek kan sekerinin,
kan damarlari ve arterler icinde yag birikimini
arttinip diiz kas hiicre duvarlarini olumsuz sekilde
etkiledigi belirtiimis olup 6zellikle bu tip damarlarin
gevseme yanitinda defektler oldugu
edilmigtir™>.

Kardiovaskuler hastaliklar diyabette en sik
rastlanan komplikasyon grubunu teskil eder. Bu
komplikasyonlar diyabetli hastalarin
mortalitelerinin artmasina da neden olmaktadir.
Diyabetteki temel tedavi yaklagimi bu
komplikasyonlarin ortadan kaldirilarak mortalite
oraninin dusuridlmesine yodneliktir.  Daha 6nce
yapilmis galismalar, ATP’ye duyarl potasyum (K"
kanallari ve Kir isimli alt Gnitelerinin kardiovaskuler
dokularin iglevleri Uzerinde diizenleyici olarak rol
oynadiklarini géstermistir. Bu kanallarin uyariimasi
vazodilatasyona neden olurken, inhibisyonu instlin
salinimini  arttirmaktadir. Molekiiler biyoloji ve
elektrofizyolojik calismalar bu kanallarin ¢alisma
prensipleri hakkinda bilgiler verse de, diyabetin
kardiovaskuler komplikasyonlarin da ki rolleri
halen c¢cok agik degildir4. Yiksek kan sekerinin
damar endotelinde hasara neden olarak cesitli
mediatérlerin salinmasina ve ATP’ye duyarll K
kanallari ile Kir isimli alt Gniteleri araciligiyla
vazokonstriksiyona neden olarak gevseme
yanitinda bozukluga yol actigi bilinmektedir. Yakin

ifade
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zamanda bazi arastirmacilar diyabetin gevseme
yaniti Uzerine olusturdugu bu olumsuz etkilerin

pulslu manyetik alan (PMA) uygulamasiyla
giderilebilecegini ortaya kome§Iard|r5. Duz kas
hicrelerinde Ozellikle gevseme yanitinin
olusmasinda dizenleyici rol oynadidi belirtilen

hiicre elemanlarindan en énemlisi ATP’ye duyarli
potasyum kanallaridir. Bu kanallar 4 Kir6 ve 4
SUR alt unitelerinden olusan kompleks bir
oktamerik yapiya sahiptir. Kir6 alt Gnitelerinin
iceriye dogru geri pompalama aktivitesi vardir. Kir
6 iki alt izoforma sahiptir; Kir6.1, vaskiler diz kas
hicrelerinde bulunurken Kir6.2 farkli dokularda da
bulunabilir. ATP’nin Kir6 (nitesine baglanmasi
KATP kanalinin kapanmasina neden olur™”. Bircok
dokuda anahtar rol oynayan ATP duyarli K"
kanallarinin fonksiyonlari hicre i¢i ATP miktarina
gore dizenlenir bu yizden isimleri ATP duyarh
seklinde ifade edilir. Bu kanallar pankreas beta
hlcrelerinde glukoza badimh olarak insilin
salinimini dizenler ve tip 2 diyabet tedavisinde
kullanilan stlfoniltre grubu ilaglar icin hedef olarak
hizmet eder. Hucresel metabolizmanin
yavaglamas! bu kanallari acar, potasyum disari
atilir ve hicre membraninda hiperpolarizasyon
olusarak elektriksel aktivite baskilanir.
Metabolizmanin artmasi durumunda ise kanallar
kapanir, hiicre membraninda depolarizasyon
olusur ve hicre uyarilabilir hale gelir (Sekil 1).
KATP kanali mutasyonu olan hastalar, genetigi
degistiriimis ya da kimyasal ajanlarla model
olusturuimus deney hayvanlari, izole hiicreler ve
dokular tzerinde yapilan ¢alismalar bu kanallarin
birgok 6nemli olayda fizyolojik rolleri oldugunu
gOstermistir; pankreas beta hicrelerinden insulin
salinimi ve alfa hiicrelerinden glukagon salinimi ile
kan sekerini dizenlerken, somatostatin ve GLP-1

gibi hormonlarin saliniminda da rol almaktadirlar®
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Normal ve streptozotosin ile indiklenen
diyabetik sicanlarda serum kolesterol, glikoz, ve
trigliserid  seviyelerinin  normale  dénmesini,
damarsal hasarlarin giderilmesi ve 6zellikle aort
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ATPden bagimsizaglan KATP kanahve azalmig insalin
salimmi sonucu olusan hiperglisemi

3.Fonksiyon kazanmis Kiré mutasyonu

Potasyum Kanallari ve Kir

halkalarinda gevseme vyanitinin olugsmasinda
olumlu etkileri olan PMA'nin ATP’ye duyarli
potasyum kanallari alt tnitelerinden olan Kir 6.1 ve
Kir 6.2 Uzerine olan etkilerini belirlemek bu
¢alismamizin temel amacidir.

Depolarize membran, aktive olmus instlin salimmi
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Fonksiyonel olmayan KATP kanalive artmis instlin salimmi
sonucu olusan hiperinsilinemi

4.Fanksiyon kaybetmis Kiré mutasyonu

Sekil 1. KATP kanallari insllin sekresyonunda glukoz metabolizmasini baglar. Glukoz GLUT-2 araciligiyla hiicreye
girer, glikolitik ve mitokondriyal metabolizma hiicrede ATP miktari artarken MgADP miktari azalir. Bunun sonucunda
KATP kanallari kapanir, membran depolarize olur, voltaj bagimh Ca kanallari agilir ve insilin salinimi baslar

MATERYAL ve METOD

Etik kurallara uygunlugu ve deneysel
protokolleri Cukurova Universitesi Etik Kurulu
tarafindan onaylanan c¢alismamizda Cukurova
Universitesi Tibbi Arastirmalar Merkezinden temin
edilen, agirliklari 250-300 gr. arasinda degisen
Wistar Albino 30 erkek sigan kullanildi. Siganlar
klima kontroll olan, 12 saatlik aydinlik ve karanlik
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dongusi altinda, su ve gida kontrollerinin yapildigi
bir odada muhafaza edilmigtir.

Sicanlarda  deneysel diyabet  olgusu
streptozotosinin (STZ; 45 mg/kg) kuyruk venine
intravendz olarak enjekte edilmesiyle olusturuldu.
Diyabetin kontrol grubu igin siganlara STZ ile ayni
hacimde serum fizyolojik (SF) intravendz olarak
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enjekte edildi. STZ enjeksiyonundan yaklasik 48
saat sonra kan serum glikoz degerleri glukometre
ile olculdi (Accutrend GCT, Roche,
Mannheim,Germany). Kan  o6rnekleri  kuyruk
veninden alindi ve 300 mg/dl kan glukoz degeri
diyabet tanisi icin minumum seviye olarak kabul
edildi**. Sicanlar 6 hafta suresince 1,5 mT
siddetinde pulslu manyetik alanin etkisine
birakildi. Sonrasinda sigan aortlari dikkatli bir
sekilde kesilerek cikarildi ve trizol (invitrogen)
kullanilarak mRNA’lar1 izole edildi sonrasinda
super script Il (Reverse transkriptaz) Kkiti
(Invitrogen) ile bu mRNA’lar cDNA haline gevrildi.

Tablo 1. Kullanilan primer dizileri
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Kir 6.1 ve Kir 6.2 genlerine 6zgu primer ciftleri
(Primer dizileri tablo-1'de verilmektedir.) ve SYBR-
green (Applied biosystems) PCR karisimi
kullanarak kullanilarak Real time PCR yapildi.
Reaksiyon hacmi 25 pl, reaksiyon kosullari ise
50°C 2 dakika, 95°C 10 dakika, sonrasinda 40
dongu 95°C 15 saniye - 60°C 1 dakika olarak
uygulandi. Tim RNA d&rneklerine ait ekspresyon
dizeyleri endojen kontrol olarak kullanilan
gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ile
normalize edildi.

Kir 6.1 sigan forward:

5-CATAGCTCATCGGGTTCACACCATT-3'

Kir 6.1 sigcan reverse:

5-GCATCGAGACACAGGTGCTGTTGT-3'

Kir 6.2 sican forward:

5-AGCTGGCTGCTCTTCGCTATCA-3’

Kir 6.2 sigan reverse:

5-CCCTCCAAACCCAATGGTCACT-3'

GAPDH sican forward:

5-TCTACCCACGGCAAGTTCAAT-3'

GAPDH sican reverse:

5-ACCCCATTTGATGTTAGCGG-3'

BULGULAR

STZ-indlklenmis diyabetik sigcan
modellerinde ki aorta halkalari gevseme yanitinin
olusmasinda 6nemli etkiye sahip PMA ile ATP’ye
duyarl potasyum kanallarindan Kir 6.1 ve Kir 6.2
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mRNA  ekspresyonunun birbirleriyle iligkili
olabilecegine dair bulgular elde edildi. Kir 6.1
mRNA ekspresyonunun diyabetik sicanlarda PMA
etkisiyle baskilanirken ve Kir 6.2 mRNA
ekspresyonunun indikledigi gozlenmigstir (Sekil 2-
3).
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Sekil 2. Pulslu manyetik alanin diyabetik sigan aortasi Kir 6.1 mMRNA ekspresyonu uzerine etkisi. 6.1 mRNA
ekspresyon seviyelerinin katli degisimi (Sonuglar GAPDH'e gére normalize edilmistir)
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Sekil 3. Pulslu manyetik alanin diyabetik sican aortasi Kir 6.2 mRNA ekspresyonu Uzerine etkisi, Kir 6.2 mRNA
ekspresyon seviyelerinin katli degisimi (Sonuglar GAPDH'e gére normalize edilmistir.)

TARTISMA oldukga kritik Gneme sahiptir. Kanalin aktif olmasi
insilin salimminin  gerceklestigi  beta diyabete neden olurken cesitli faktorlerle inaktive
hiicrelerinin  elektrik direnci KATP kanallarina ~ ©dilmesi diyabet tedavisine katki saglamaktadir.
baglidir. Bu kanallarin aktivitesi diyabet agisindan Bu kanallarin  aktivitesinin = azaltiimasi inslin
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sekresyonunu arttirirken, endotel hucrelerinde
meydana gelen degisiklikler ile de diyabetin
kardiovaskuler yan etkilerinin ortadan kalkmasina
katkida bulunacaktir. Ayrica, KATP kanal
genlerinde  gbzlenen mutasyonlar neonatal
diyabet, hiperinsilinemi ve dilate kardiomiyopatiye
gibi patolojilere neden olmaktadir'™.

Pulslu manyetik alanin biyolojik sistemler
Uzerine olan etkisi bircok giincel c¢alismada
arastirimaktadir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalar da
PMA ile KATP kanallari uyarilarak bu kanallarin
bulundugu dokulardaki mevcut patolojilerin tedavi
edilebilecegi gosterilmistir. invaziv olmayan ve
farmakolojik ilaglar gibi herhangi bir yan etki
olusturmayan bu yontem; diyabet ve
kardiovaskiiler etkilerinin ortadan kaldiriimasina
katkida bulunacaktir. Tim dinyada 100 milyonun
Uzerinde diyabetli insan oldugu dustnilmekte
olup, diyabetteki tedavi yaklagimlarinda
semptomatik bulgularin dizeltiimesinden ileriye
gidilememistir, dolayisiyla bu durum diyabetli
hastalarin yasam standartlarinin yiikselmesine
bilyiik ve kalici bir katki saglayamamaktadir®®.

PMA tedavisi aortta diyabete bagli olarak
ortaya clkan endotel hasarlar ile iliskilendirilmis
kasilma-gevseme yaniti ve vaskiler tonda olusan
fonksiyon bozukluklarinin kismen giderilmesini
saglayabilmektedir7'8. ATP-duyarli potasyum
kanallari  farkli  dokularda farkli alt Unit
kompozisyonlarina sahip olmakta ve dolayisiyla
doku spesifik olarak regile edilebilmektedirler.
Ayrica, farkli alt Unitlerin farkli sekillerde regile
edildigide gdsterilmistir. Bunlarin yaninda sican
aortasi Kir6.1 ve Kir 6.2 ekspresyonlari diyabetli ve
saglklh olgularda farklilik gostermemektedir'®™'.
Fakat ilging olarak buradaki bulgularimiz, PMA’'nin
pozitif tedavi edici etkisini ATP’ye duyarli
potasyum kanallari alt Gnitleri  (zerinden
gerceklestirdigini, 6zelliklede insulinden bagimsiz
ortamlarda bu etkinin daha yogun olarak ortaya
ciktigi 6nerilebilir.
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Ulkemizde de gériilme sikh@i oldukca yiiksek
olan bu hastaligin tedavisi igin oldukga blylk
bitgeler aynimaktadir.  Uyguladigimiz  PMA
yontemi temel alinarak yapilacak galismalar ile
yeni tedavi yontemleri gelistirilebilecek boylelikle
diabetin mortalite oranlari ve maliyetinde blyuk bir
azalma saglanabilecektir.
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