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Endotelin tip-A reseptor antagonist tedavisinin diyabetik sigan aortunda
hicresel baglantilarin ve hiicre adezyon molekiillerinin gen ekspresyonlarina
etkileri

Effects of endothelin type-A receptor antagonist therapy on gene expressions of cell
junctions and cell adhesion molecules in diabetic rat aorta
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Ozet

Amag: Bu calismada, tedavi amagli uygulanan endotelin reseptdr antagonist-A'nin (ERA-A) streptozotozin (STZ) ile
indiklenmig diyabetik sicanlarin aortlarindaki hiicresel baglanti ve hiicre adezyon molekdllerinin gen ekspresyonlari
Uzerine etkilerinin aragtiriimasi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Toplamda 80 sican 4 esit gruba bdlinerek incelenmistir: Grup1: Kontrol, Grup2: ERA-A
uygulanan, Grup3: Diyabet ve Grup4: Diyabet sonrasi ERA-A uygulanan grup. Kirk sicanda tek doz STZ enjeksiyonu
ile diyabet induklenmistir ve hayvanlar 2 ay takip edilmistir. Ayrica, 20 diyabetik ve 20 saglikh sicana 7. ve 15.
glinlerde ERA-A uygulanmistir. Sigcan aort doku 6rneklerindeki hiicreler arasi baglanti birimlerinin bilesenlerini ve
hiicre adezyon molekdillerini kodlayan genlerin ekspresyonlari kantitatif gergek-zamanli ters transkripsiyon-polimer
zincir reaksiyonu ile analiz edilmistir.

Bulgular: Konneksin-30 (Cx30), Cx33, Cx37, Cx40 ve Cx45 ekspresyonlari diyabet grubunda azalmistir. ERA-A
uygulanan diyabetik siganlarda ise Cx33 ve Cx36 ekspresyonlari istatistiksel olarak anlamli artis géstermistir. Diyabet
grubu kontrol grubu ile karsilastiriidiinda a-1-katenin ekspresyonunun anlamli olarak arttigi, ve (-1-katenin
ekspresyonunun da anlamli olarak azaldigi gorilmustir.

Sonug: Calismamizda, endotel hicrelerin hiicreler arasi iletisimini saglayan oluklu baglantilarinda diyabet ile
indlklenen hasar saptanmistir. ERA-A uygulamasi bazi konneksin alt tiplerinin ekspresyonlarini arttirdigi icin, bu
durumun sagaltimi igin gelecekteki rutin kullanimi digtindlebilir.

Anahtar Sozcukler: Diyabet, hlicrelerarasi baglantilar, konneksin, hiicre adezyon molekdll, katenin, aort.

Summary

Aim: The aim of this study was to investigate the effects of endothelin receptor type-A antagonist (ERA-A), that has
been applied for therapeutic reasons, on the gene expressions of cell junctions and cell adhesion molecules in the
aorta of streptozotocin (STZ) induced diabetic rats.

Materials and Methods: A total of 80 rats were analyzed in 4 equally distributed groups: Group 1: Control, Group 2:
ERA-A administered, Group 3: Diabetic, and Group 4: Diabetic ERA-A treated. Diabetes was induced in 40 rats by a
single injection of STZ and the animals were followed for 2 months. Twenty diabetic and 20 healthy rats were also
treated with ERA-A at days 7 and 15. The expressions of genes coding for cell junctions and cell adhesion molecules
in rat aortic tissue samples were analyzed by quantitative real-time reverse transcription-polymerase chain reaction.

Results: The expressions of connexin-30 (Cx30), Cx33, Cx37, Cx40, and Cx45 were decreased in the diabetic
group. A statistically significant increase in the expressions of Cx33 and Cx36 was determined in diabetic rats treated
with ERA-A. When the diabetic group was compared to the control group a significant increase in the expression of a-
1-catenin, and a significant decrease in the expression of 3-1-catenin was found.
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Conclusion: In our study, diabetes induced damages in the intercellular communication of endothelial cells provided
by gap junctions. Since administration of ERA-A has led to an increase in the expression of some connexin subtypes,
its routine use in the treatment of this condition could be considered in the future.

Key Words: Diabetes, intercellular junctions, connexin, cell adhesion molecule, catenin, aorta.

Giris

Kardiyovaskuler komplikasyonlar diabetes mellitus
olgularinda en 6nemli morbidite ve mortalite nedeni
olarak kabul edilmektedir. Diyabetik olgularda meydana
gelen endotel disfonksiyonu ve hizlanmig ateroskle-
rozun, kardivaskller komplikasyonlarin olugsumunda
anahtar rol oynadigi bildirimektedir (1). Diyabetik
aterosklerozun olusumuna neden olan patolojik
mekanizmalar hucre-hucre iletisimini saglayan baglanti
birimlerini de etkilemektedir (2,3).

Konneksinler (Cx) hicreler arasi baglanti birimlerinden
olan oluklu baglantt (gap junctions) kanallarinin
olusturulmasindan sorumlu olup kalsiyum badimli olarak
islev gorirler (4). Bu baglantilar hiicreler arasinda
iyonlarin, ikincil mesajcilarin ve kiglk sinyal molekil-
lerinin dogrudan degisiminde, doku homeostazinda,
biyume, farkllasma ve gelismenin dizenlenmesinde
onemli rol oynarlar (5). Tanimlanmis olan 14 farkl
konneksin geninin ekspresyonlari dokular arasinda
farkhhk g0Osterebilmektedir. Endotel hicrelerinde ise
yogunlukla Cx37, Cx40 ve Cx43'in eksprese edildigi
bildirilmektedir (6). ApoE-eksik diyabetik fare modelinde
endotelyal Cx37 ve Cx40 ekspresyonlarinin baskilandigi
bildirilmektedir (7). Buna ilave olarak, diyabetik si¢gan diz
kas hicrelerinde Cx43 ekspresyonu belirgin olarak
baskilanmis ve simvastatin ve losartan tedavilerinin
diyabetin Cx43 ekspresyonu lizerine olan yan etkileri
tersine dondurebildigi gosterilmistir (8).
Hicreden-hiicreye veya hiicreden-hlcre disi matrikse
hicre iskeleti bilesenlerinin baglanmasini saglayarak
hicre ici iskeletinin olusturulmasinda énemli rol oynayan
cipalayan kavsak baglanti birimleri kadherin ve integrin
proteinlerinden olusmaktadirlar. Hlcreler arasi ag
yapisinin olusmasinda kateninler de hicre igi cipa
proteini olarak rol almaktadirlar. Bazi ¢alismalar blyime
faktorlerinin vaskdiler diz kas hicrelerinde B-katenin
yolagini aktive ettigini bildirmektedir (9,10). Ayrica, okside
LDL (Dusik yogunluklu lipoprotein) E-kadherinin azal-
masina, B-katenin/E-kadherin kompleksinin ayriimasina ve
diz kas hicrelerinin  sitozoline aktif p-katenin
salinmasina neden olmaktadir (11).

Endotelin sistemindeki bozukluklar birgok kardiyovas-
kuler hastaliyin patogenezinde yer almaktadir. Endotelin
(ET-1) gulgli bir vazoaktif peptid olup uzun omdrli
vazokonstriksiyonu indliklemekte ve vaskuler diuz kas
hdcrelerinin -~ proliferasyonunu  uyarmaktadir  (12).
Hipertansiyon, vaskiler sekillenme, kardiyak hipertrofi ve
koroner arter hastaliklarinda énemli rol oynayan ET-1, G
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proteinine bagl iki reseptdr Uzerinden etki etmektedir;
endotelin tip-A (ET-A) ve -B (ET-B) (13). ET-A
reseptorleri vaskuler diz kas hicrelerinde lokalize olup
vazokontriksiyonu saglamakta, ET-B vaskiler endo-

telyal hicrelerinde lokalize olup vazodilatasyonu
saglamaktadir (14).
Diz kas hicreleri arasindaki baglanti birimlerinde

bulunan genlerin ekspresyon dizeylerindeki degisiklik-
lerin, aterosklerozun erken asamalari sirasinda vaskiler
hasara yanit olarak bu kas hicrelerinin fenotipik
doénusimund sagladigr 6ne surilmektedir (2). Bununla
birlikte diyabetin aorttaki baglanti birimlerinin olugsmasini
saglayan genlerin ekspresyonlarini nasil etkiledigi heniiz
tam anlasilamamistir. ET-A ve ET-B reseptorleri, artmis
ET-1 dulzeyleri ile iligkili bozukluklar igin ilgi ¢ekici bir
terapdtik hedeftir. Bu calismada diyabetin hiicreler arasi
baglanti birimleri ve hicre adezyon molekullerinin
ekspresyon dizeylerine olan etkileri ve endotelin
reseptor antagonist tip-A (ERA-A) tedavisinin bu etkileri
dizelte bilirligi arasgtiriimistir.

Gereg ve Yontem

Deney Tasarimi

Bu calismada agirliklari 200-250 gr arasinda degisen
seksen Rattus albinus dort esit gruba ayrildi: 1. grup;
kontrol grubu; 2. grup; ERA-A uygulanan grup (ERA-A);
3. grup; diyabet grubu (DM); 4. grup; Diyabet sonrasi
ERA-A uygulanan grup (ERA-A+DM). Diyabet
olusturulmasi amaciyla deney hayvanlarina 55 mg/kg,
tek doz, intra-peritonel streptozotocin (STZ, Sigma
Chemical Co., St.Louis, USA) enjeksiyonu yapildi (15).
STZ 0.1 mol/L sodyum sitrat solliisyonunda (pH 4.7)
cozilerek hazirlandi. STZ enjeksiyonundan sonra 24 ve
48. saatlerde hayvanlarin kuyruk venlerinden alinan kan
orneklerinde glukoz 6lgimi yapildi. Kan glukoz dizeyi
250 mg/dL’nin Gzerinde olan hayvanlar diyabetik olarak
kabul edildi ve ikinci ayin sonunda tekrar glukoz
olcuimleri yapildi (Tablo-1).

Tablo-1. Diyabetik ratlarda (Grup 3 ve 4) STZ uygulamasindan
Once ve sonra o6lcllen kan glukoz degerleri.

Kan Glukoz Diizeyleri (mg/dl)*

n=40
0. Gun . 2.Giin 60. Giin
1. (STZ oncesi) 3. (STZ sonrasi)
129.5+26.35 407.7459.47** 358.94£51.91***

*Ortalama + Standart sapma, **p<0.0001 (0.giin vs 2. giin),
***p<0.0001 (0.glin vs 60. giin)
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ikinci ve dérdiincli gruptaki hayvanlara 7. ve 15.
guinlerde 1 pg/ml selektif ERA-A antagonisti BQ-123
(Sigma-Aldrich, Shanghai, China) sodyum sitrat solusyo-
nunda (pH 4.7) hazirlandi ve intraven6z yolla uygulandi.
Galisma protokoli Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Hayvan Etik Kurulu tarafindan onaylandi.

mMRNA Ekspresyon Analizi

Dondurulmus aort dokularindan RNA pirifikasyonu
TriPure reaktifi (Roche Applied Science, Basel,
Switzerland) kullanilarak yapildi. Elde edilen 10 yg RNA
drneginden High Fidelity Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis kit (Roche Applied Science, Basel,
Switzerland) kullanilarak tamamlayici DNA elde edildi.
Konneksin-26, -30, -31, -32, -33, -36, -37, -40,
-43, -45, -57, kadherin-1, -6 ve -13, a-1 ve B-katenin
genlerinin ekspresyon diizeyleri Tagman problari (Roche
Applied Science, Basel, Switzerland) kullanilarak gercek
zamanli kantitatif ters transkripsiyon polimer zincir

reaksiyonu (Q-PCR) yontemi ile analiz edildi (16).
Ekspresyon duzeyleri LightCycler-480 cihazinin kendi
yazihm programinda H6pdh (Hexose-6-phosphate
dehydrogenase) vyapisal geni referans gen olarak
kullanilarak relatif kantitasyon ydntemine goére hesap-
landi (17).

[statistiksel Analizler

Gen ekspresyon dlzeylerinin istatistiksel analizleri CLC
Main  Workbench  programi  kullanilarak  yapildi.
Ekspresyon duzeyleri yapisal gen ekspresyonuna
(H6pdh) normalize edildikten sonra log2 transfor-
masyonu yapildi ve p degerleri hesaplandi.

Bulgular

Calismamizdaki deney gruplarinin aort dokularindan
elde edilen ekspresyon bulgulari Tablo-2’de gosteril-
mektedir.

Tablo-2. Deney gruplari arasinda gen ekspresyon diizeyleri (ortalama + standart sapma).

Gen Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Kontrol ERA-A DM ERA-A+DM
Cx26 (GJB2) - - 0.002+0.003 0.490+0.400
Cx30 (GJB4) 1.938+1.342 3.326+0.594 0.562+0.418 2.902+1.570
Cx31 (GJB5) 0.523+0.426 1.025+0.769 0.6560.244 0.890+0.526
Cx33 (GJAB) 0.621+0.315 1.320+0.781 0.297+0.205" 5.440+0.064*
Cx36 (GJD2) 0.518+0.423 0.340+0.418 0.5960.226 4.702+3.573*
Cx37 (GJA4) 0.869+0.224 1.21443.214 0.436+0.376 1.325+0.406
Cx40 (GJA5) 0.988+0.281 0.115+0.157 0.5730.118""" 2.451+1.325
Cx43 (GJA1) 0.010+0.010 0.226+0.173 0.325+0.454 0.082+0.047
Cx45 (GJA7) 0.917+0.044 0.3110.305 0.338+0.418 0.278+0.156
Cx57 (GJA10) 0.848+0.059 1.567+3.131 0.771+0.216 2.935+1.605
ITGA2 (integrin-a-2) - 0.004+0.006 0.0010.000 0.320+0.261
Kadherin-1 - - - 0.009+0.007
Kadherin-13 - 0.002+0.002 - -
Kadherin-6 - - - 0.019+0.015
a-1-katenin 0.001+0.000 0.014%0.010 0.259+0.349" 0.137+0.091
B-1-katenin 3.793+2.896 0.141£0.102 0.075+0.008"™ 0.749+0.591
Protokadherin-12 - - 0.003+0.002 -

Grupl — Grup3 arasinda: a-1-katenin igin p=0.003, 8-1-katenin icin *p=0.004

Grupl — Grup4 arasinda: Cx33 igin *p= 0.002, Cx36 igin**p=0.02

Grup3 — Grup4 arasinda: Cx33 igin 'p=0.02, Cx36 igin p=0.02, Cx40 icin p= 0.04

Yalnizca ERA-A uygulanmasinin gen ekspresyon
dizeylerinde anlamli bir degisiklige neden olmadigi
belirlenmistir. Elde ettigimiz bulgulara gére kontrol grubu
ile karsilastirildiginda Cx30, Cx33, Cx37, Cx40 ve Cx45
ekspresyonlari diyabet grubunda azalmaktadir (Sekil-1).
Ancak konneksin ekspresyonlarindaki bu dusls
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Kontrol grubu
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ile ERA-A uygulanan diyabet grubu (grup 4)
karsilastirildiginda ise Cx33 ve Cx36 ekspresyonlarinda
anlamli bir artis gdézlenmektedir (Cx33: 0.621 vs. 5.440,
p=0.002; Cx36: 0.518 vs. 4.702, p=0.02).

Diyabetik gruplar (grup 3-4) kendi arasinda karsilastiril-
diginda ERA-A uygulamasindan sonra Cx30, Cx31,
Cx33, Cx36, Cx37, Cx40, Cx45 ve Cx57 ekspresyon-
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larinin arttig1 belirlenmistir. Ancak bu gruptan sadece
Cx33, Cx36 ve Cx40'in artisi istatistiksel olarak
anlamhdir (Cx33: 0.297 vs. 5.440, p=0.02; Cx36: 0,596
vs. 4.702, p= 0.02; Cx40: 0.573 vs. 2.451, p= 0.04).

= Kontrol
EA

=DM

W EA+DM

Sekil-1. Konneksin ekspresyon diizeylerinin deney gruplari
arasindaki degisimi.

M

0,00

N S NN
& & & $ @v? @@ & F
W b~° 0?) b:’}

a-1-katenin ekspresyonu kontrol grubu ile karsilastirildi-
ginda diyabet grubunda anlamli olarak artmis (0.001 vs.
0.259, p=0.003), ERA-A uygulandiktan sonra ise
ekspresyon dizeyinde distis meydana gelmistir. Ayrica
B-1-katenin ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilag-
tinldiginda diyabet grubunda anlaml olarak azaldigi
(3.793 vs. 0.075, p=0.004) belirlenmigtir. B-1-katenin
dizeyinin ERA-A uygulanmasindan sonra arttigi gézlen-
mis ancak bu artis anlamli bulunmamistir.

Tartisma

Kardiyovaskdler hastaliklar, diyabetik olgularda 6limlerin
%80’inden sorumludur ve bunlarin buyik bir kismini
koroner arter hastaliklari olusturmaktadir. Diyabet
koroner ateroskleroz, yogun plak yiku, azalmis damar
referans c¢api, zayif kollateral dolasim ile iligkilidir (18).
Ateroskleroz  patofizyolojisinde, kronik inflamasyon,
lipidlerin birikimi ve arter duvarinda vaskuler hicrelerde
degisiklikler gibi ¢ok ydénli mekanizmalar rol oynamak-
tadir (11). Lezyonlarin gelisimi endotel fonksiyonlarinin
bozulmasi ile baglar, plak olusuma neden olur ve sonug
olarak tromboza giden bir siire¢ baslar. Endotel hiicreleri
arasinda oluklu baglantilar ile saglanan hucreler arasi
iletisim, vazomotor tepkilerin koordinasyonu ve vaskuler
tonls ve arteriyal kan basincinin kontroll igin esastir.
Vaskiler endotelyal ve diz kas hucrelerinde konneksin
ailesinden Cx37, Cx40, Cx43 ve Cx45'in eksprese
edildigi bildiriimektedir (19). Konneksin ailesinin olustur-
dugu oluklu baglantilarin  buyuklikleri ve sayilari
vaskiler yapinin bdlgesine gére farklilik géstermekte ve
ateroskleroz ve hipertansiyon gibi hastaliklarda da
degismektedir (20).

Calismamizda diyabetik sigcanlarin aort dokularinda
Cx30, Cx33, Cx37, Cx40 ve Cx45 ekspresyonlarinin
azaldig1 belirlenmis ancak istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunmamigtir. Diyabetik sigan aortunda yapilan
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bazi caligmalarda aterosklerozun erken evrelerinde
Cx43 ekspresyonunun arttigi 6ne surulmektedir (2,3).
Hiperlipidemik farelerin endotel dokularinda oluklu
baglantilarin azaldigi bildirilmektedir (21). Bu bulguyu
destekleyen in vitro bir calismada ylksek glukozlu
ortamda cogaltilan mikrovaskiler endotel hicrelerinde
hicre baglantilarinin  azaldigi  goésterilmistir  (22).
Diyabetin Cx43 ekspresyonunu inhibe ettigi ve
simvastatin+losartan tedavisinin Cx43 ekspresyonunu
yeniden kazandirdidi bildirilmistir (8). Bizim g¢alisma-
mizda Cx43 mRNA ekspresyonu deney gruplari
arasinda anlamli farkhhk goéstermemistir. Bu calisma-
larda elde edilen farkh sonuglar diyabetin farkh
doénemlerinde Cx43 ekspresyonunun degismesinden
kaynaklanabilir. Ornegin, Yeh ve Blackburn diyabetin
erken dénemlerindeki Cx43 ekspresyonunu arastirmis-
lardir (2,21). Sheu ve arkadaslari ise kan glukoz diizey-
leri 250mg/dI'nin Uzerinde, diyabetin daha ileri evre-
lerinde hayvan modelinde ¢alismiglardir (8).

Calismamizda diyabetik ratlarin aort dokularinda a-1-
katenin ekspresyonunun arttigi, B-1-katenin ekspresyo-
nunun ise azaldigi belirlenmistir. B-katenin, E-kadherin
ve a-katenin arasinda bir kdprl iglevi gorerek aktin
filamentlerini baglar. Diyabette azaldigi saptanan -
katenin ekspresyonu E-kadherin ve a-katenin arasindaki
baglantiyi bozarak, aktin filamentlerine tutulumu da
olumsuz yénde etkileyebilir. Ancak, ERA-A uygulamasi
B-katenin ekspresyonunu arttirmadigindan bu durumu
dizeltmede etkin bulunmamistir. Ayrica B-katenin,
embriyogenez ve kanser gelisiminde hiicre cogalmasi ve
farkhlasmasinda Wnt sinyal yolaginin dizenleyicisi
olarak rol almaktadir (11). Son c¢alismalarda, vaskuler
diz kas hicrelerinde blyUme faktorleri ile B-katenin
yolaginin aktive edildigi ve bu yoladin aterosklerotik plak
olusumunda rol oynayabilecedi 6ne surUlmistir (23).
Kalp kasinda B-katenin ve plakoglobin gen ekspresyon-
larinin kaybinin gap junctionlarin yeniden sekillenmesine
ve aritmogeneze yol actidi bildiriimektedir (24).

Sonug

Bu calismada deneysel diyabetik sican modelinde
uygulanan ERA-A tedavisinin aort dokusunda hicre
baglantilari ve hicre adezyon molekillerinin gen
ekspresyon dulzeylerine olan etkileri arastiriimistir. Elde
ettigimiz sonuglara gore diyabetik siganlarin aortlarinda
ERA-A uygulamasindan sonra Cx33, Cx36 ve Cx40
ekspresyonlari anlamh olarak artmistir. Apo-E geni
olmayan diyabetik farelerde endotelyal oluklu baglantilar
ve bunlarin bilesenleri olan Cx37 ve Cx40 ekspresyon-
larinin azaldigi bildirilmigtir (7). Ayrica Cx37 ve Cx40’In
fare aortunda endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
ekspresyonunu ve fonksiyonunu kontrol ettigi 6ne
surtlmastir (25). Azalmis Cx40 protein ekspresyonu
diyabetik farelerde vaskiler koroner fonksiyonlarda
bozulma ile de iliskilendirilmistir (26).
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Endotelin sistemdeki duzensizlikler birgok kardiyovas-
kuler hastaligin patolojisinde énemli oldugundan ET-A
ve ET-B reseptorleri artmis ET-1 duzeyleri ile iligkili
bozukluklarin dizeltilebilmesi icin aday terapotik hedef-
lerdir. Endotelin reseptdrlerinin hucre igi sinyal mekaniz-
malarinin anlagsiimasi kardiyovaskuler hastaliklar icin

yeni ilaglar gelistiriimesinde yeni stratejiler saglayabi-
lecektir. Calismamiz, endotel hiicrelerinin hiicreler arasi
iletisimini saglayan oluklu baglantilarinda diyabet ile
indiklenen hasarin sagaltiminda ERA-A tedavisinin
kullanilabilecegini gdstermektedir.
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