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1700 Açılış 
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1730 Prof. Dr. Tayfun BERKAN anısına 

  Prof. Dr. Zeliha KERRY 
Ege Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi 

1800 Meslekte 40. yılını dolduran Farmakologlara plaket takdimi 

1830 R. Kazım TÜRKER Genç Farmakolog Teşvik Ödülü-2014 Ödül Töreni 

  

6 Mart 2015, Cuma 

0900 TRPC1 iyon kanalının vasküler düz kas hücrelerindeki işlevi 

  Yasemin ERAÇ 
Ege Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi 

0945 Tartışma  

1000 Epilepsili hastalarda lamotrijin tedavisi ile genetik polimorfizm ilişkisi 

  Medine GÜLÇEBI İDRIZ OĞLU 
Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi 

1045 Tartışma  

1600 Deneysel inflamatuar ağrı modelinde sistemik ve lokal adipöz kökenli mezenkimal kök hüc-
re uygulamasının anti-inflamatuar ve anti-nosiseptif etkileri 

  A. Hakan KURT 
Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi Tıp 
Fakültesi 

1645 Tartışma  

1715 Hidrojen sülfür ve retinal arter üzerine etkisi 

  Selçuk TAKIR 
Giresun Üniversitesi Tıp Fakültesi 

1800 Tartışma  

2000 Gala yemeği 

7 Mart 2015, Cumartesi 

0900 Kapanış  
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ra’da doğdu. Ege Üniversitesi Eczacılık Fakültesi’nin 
kurucu öğretim üyesi ve ilk Dekanı Prof. Dr. Tayfun 
Berkan’ın oğludur. İlköğrenimini Afganistan’da Kabil 
Türk İlkokulu ile Kabil International High School’un ilk 
bölümlerinde tamamladı. Orta öğrenimine aynı okullar-
da devam etti ve ortaokul son sınıfta İzmir’de Bornova 
Maarif Kolejine geçerek, 1968 yılında liseyi de bu okul-
da bitirdi. Eylül 1968 yılında İstanbul Nişantaşı Eczacı-
lık Yüksekokulu’na giren Dr. Berkan, aynı okuldan 1972 
yılında mezun oldu. Tayfun Berkan, 1973 yılında Ege 
Üniversitesi Tıp Fakültesi Eczacılık Yüksekokulu’nda, 
Toksikoloji Kürsüsü’nde asistan olarak göreve başladı.  
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ra çalışmasını 1977 yılında tamamladı ve Farmakoloji ve Toksikoloji Dalı’nda Tıp Bilimleri 
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koloji ve Toksikoloji Enstitüsü’nde çalıştı. Dr. Berkan 1983 yılında üniversite doçenti unvanı-
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dönem ardarda Eczacılık Fakültesi Dekanlığı görevini yürüttü. 2000 – 2003 tarihleri arasında 
Eczacılık Fakültesi’nin senato temsilcisi olarak seçildi ve bu görevi yürüttü. Prof. Dr. Tayfun 
Berkan 17.7.2003 tarihinde genç yaşta emekliye ayrıldı. 
 
Prof. Dr. Tayfun Berkan 14 Ekim 2014 tarihinde İzmir’de vefat etmiştir. 
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TRPC1 İyon Kanalının Vasküler Düz Kas Hücrelerindeki İşlevi  
 
Yasemin ERAÇ 
Ege Üniversitesi Eczacılık Fakültesi 

GİRİŞ VE AMAÇ 

Ca
+2

 

Birçok hücresel süreç sitozolik serbest kalsi-
yum konsantrasyonundaki ([Ca

+2
]i) yer ve 

zamana bağlı değişimlerle kontrol edilir 
(LEUNG, 2008). Dinlenim durumunda Ca

+2
 

sitozolde düşük konsantrasyonlarda (~ 100 
nM), ekstraselüler alan ve hücre içi depolar-
da (özellikle sarko/endoplazmik retikulum, 
SR) ise yüksek (µM) düzeylerde ve Ca

+2
 

bağlayıcı proteinlerle konsantre halde bu-
lunmaktadır (LARISSA LIPSKAIA, 2012). 
Hücrelerde Ca

+2
 sinyal mekanizmaları, hücre 

içinde Ca
+2

 salıverilişi ve/veya hücre dışın-
dan Ca

+2
 girişi aracılığı ile artan [Ca

+2
]i ile 

başlatılır. Ca
+2

 pompaları ve taşıyıcı protein-
ler de hücresel Ca

+2
 homeostazının sürdü-

rülmesinde rol oynarlar. Hücre işlevinin düz-
gün bir şekilde sürdürülebilmesi için hücre içi 
Ca

+2
 konsantrasyonlarının fizyolojik aralıkta 

kalmasını sağlayacak şekilde kontrol edil-
mesi gerekmektedir. Fizyolojik koşullarda 
olmayan Ca

+2
 konsantrasyonları hücre için 

toksik etkiler oluşturabilmektedir. Genellikle, 
reseptör uyarılmasına bağlı hücre içi depo-
lardan Ca salıverilişi fosfolipaz C (PLC) akti-
vasyonu aracılığı ile fosfatidilinositol 4,5-
bifosfatın (PIP2) hidrolizi sonrasında ortaya 
çıkan inositol 1,4,5-fosfatın (IP3) ER/SR 
membranında bulunan IP3 reseptörü Ca 
kanalını aktive etmesi ile gerçekleşir. Ca

+2
 

salıverilişi sonrası SR Ca
+2

 içeriği azalırken 
[Ca

+2
]i’ geçici olarak artar. [Ca

+2
]i plato yanıtı 

yine reseptör-bağımlı PIP2 hidrolizi ile aktive 
olan hücre membranında bulunan Ca

+2
 ka-

nalları aracılığı ile hücre dışından Ca
+2

 girişi 
ile sağlanır. 

SOC 

Depo-kontrollü ve depo-bağımsız olmak 
üzere iki temel Ca

+2
 giriş mekanizması bu-

lunmaktadır: Depo-kontrollü Ca
+2

 girişi (sto-
re-operated Ca

+2
 entry, SOCE) Ca

+2
 depo-

sunun boşalması ile aktive olurken deponun 
tekrar dolması SOCE’nin inaktive olmasına 
neden olur. SR membranında bulunan 
STIM1 (stromal interaction molecule 1) pro-
teini deponun boşalmasını takiben Ca

+2
 algı-

layıcısı olarak görev yapar ve SR ile hücre 
membranının etkileştiği bölgelerde toplana-
rak SOCE’ye aracılık eden kanalların uya-
rılmasına neden olur (ALBERT, 2007; DE 

SOUZA, 2014). SOCE aktivasyonu deneysel 
koşullarda, fizyolojik agonistlere benzer ajan-
larla ya da sarko-endoplazmik retikulum 
Ca

+2
 ATPaz (sarco-endoplasmic reticulum 

Ca
+2

 ATPase, SERCA) inhibitörleri (tapsigar-
jin, siklopiazonik asit, CPA ve butilhidrokinon 
gibi) aracılığı ile ER Ca

+2
 depolarının pasif 

olarak boşaltılması sonucunda gerçekleştiri-
lebilmektedir (CHENG, 2013). SOCE’nin 
belirli koşullarda kontraksiyona kenetlendiği 
izole sıçan aortunda gösterilmiştir (TOSUN, 
1997). Ayrıca SERCA inhibisyonu sıçan 
aortunda endotelin-1 (ET-1) reseptör bloka-
jını etkisizleştirmektedir (TOSUN, 2007).  

TRP 

Transient receptor potential geni (trp) ilk defa 
mutant meyve sineğinin (Drosophila mela-
nogaster) elektroretinogramlarında, kuvvetli 
ışığa maruziyet sonrasında görülen geçici 
membran depolarizasyonunun, seçici olma-
yan bir Ca

+2
 kanal blokörünün varlığında 

yabanıl sineğin retinasında da aynı kaydın 
alınmasıyla keşfedilmiştir (MONTELL, 1997; 
VENKATACHALAM, 2007). TRP superailesi 
dizi benzerliklerine göre TRPC, TRPV, 
TRPM, TRPN, TRPA, TRPP ve TRPML ola-
rak adlandırılan ve her biri membranı 6 defa 
geçen bölge içeren (6TM) 7 alt aileye ayrıl-
mıştır (ABRAMOWITZ, 2009). dtrp (Drosop-
hila trp) geninin ilk memeli homoloğu 1995 
yılında iki farklı grup tarafından klonlanmış 
ve sonrasında ilk memeli homoloğu olan 
TRPC1’in (TRP canonical 1) spesifik doku 
dağılımı ve işlevsel özellikleri ile ilişkili araş-
tırmalar yapılmaya başlanmıştır (BEECH, 
2005; RYCHKOV, 2007). Memelilerde daha 
sonra 7 adet TRPC proteini (TRPC1-7) bu-
lunmuştur. TRPC2 insanlarda proteine kod-
lanmayıp (pseudo gene) özellikle kemirgen-
lerde vomeronazal organda feromon algıla-
mada işlev gördüğü ileri sürülen bir iyon 
kanalıdır (VANNIER, 1999). TRPC kanalları 
dizi benzerliği ve fonksiyonlarına göre 3 gru-
ba ayrılırlar: TRPC1/4/5, TRPC3/6/7 ve 
TRPC2 (RAMSEY, 2006). TRPC kanalları-
nın aktivasyonu depo-kontrollü (store-
operated) ve reseptör-kontrollü olarak ger-
çekleşmektedir (NILIUS, 2007). PLC akti-
vasyonu ile birlikte G-proteinine kenetli re-
septörler ve reseptör tirozin kinazlar PIP2’nin 
hidrolizi ile oluşan DAG ve IP3 aracılığı ile 
TRPC kanal aktivitesini modüle ederler 
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(LEMONNIER, 2008). DAG’nin 
TRPC3/6/7’nin reseptör-aracılı aktivasyonu 
için gerekli olduğu düşünülürken, IP3’ün ise 
depo-kontrollü kanal (store-operated chan-
nel, SOC) aktivasyonunda rol oynadığı öne-
rilmektedir (NILIUS, 2003; LEMONNIER, 
2008). TRPC kanalları memelilerde beyin, 
kalp, akciğer ve düz kas gibi birçok dokuda 
yüksek miktarda eksprese edilmektedir 
(ABRAMOWITZ, 2009). TRPC kanallarının 
yaygın dağılım gösteren ekspresyon kalıbı 
ve TRPC aktivasyonunun neden olduğu 
moleküler yanıtlar nedeniyle TRPC kanalla-
rının çok farklı hücre ve dokuda işlev görme-
lerinin yanı sıra birçok farklı sistemde (kardi-
yovasküler, sinir, endokrin ve gastrointestinal 
sistem gibi) hastalıkların patofizyolojik süreç-
lerinde de önemli oldukları gösterilmiştir 
(NILIUS, 2007; ABRAMOWITZ, 2009; 
ZENG, 2014). Damar düz kas hücrelerinde 
(vascular smooth muscle cells, VSMCs), 
TRPC kanal-aracılı Ca

+2
 sinyal yolaklarının 

vasküler tonusun düzenlenmesinde önemli 
olduğu bildirilmiştir. Anormal TRPC kanal 
aktiviteleri aşırı vazokonstriksiyon, hipertan-
siyon ve VSMC’lerin büyüme, proliferasyon 
ve migrasyonuna aracılık etmesi nedeniyle 
ateroskleroz ile ilişkilendirilmiştir 
(ABRAMOWITZ, 2009; DIETRICH, 2010; 
TREBAK, 2011). Bu nedenle TRPC kanal 
proteinleri kardiyovasküler hastalıklar için 
terapötik hedef potansiyeli taşımaktadır. 

TRPC1 beyin, kalp, ovaryum, testis, karaci-
ğer, böbrek, gastrointestinal kanal, tükrük 
bezleri, endotelyum ve damar düz kası gibi 
birçok dokuda bulunmaktadır. TRPC1 kanalı 
düz kas regülasyonu, endotelin-aracılı arter 
kontraksiyonu, tükrük bezi sekresyonu, en-
dotelyal geçirgenlik, glutaminerjik nörot-
ransmisyon, nöronal konilerin oluşumu gibi 
birçok fizyolojik süreçte görev almaktadır 
(BEECH, 2005; RYCHKOV, 2007). TRPC1 
proteinlerinin işlevsel homomerik kanal yapı-
sı oluşturmadığı bunun yerine heteromerik 
TRPC kanallarının farklı özelliklerine katkıda 
bulunduğu düşünülmektedir (SHI, 2012; 
KIM, 2014). TRPC1 SOC kanallarının (SOC 
channels, SOCC) önemli bir bileşeni olarak 
görev yapmaktadır (WATANABE, 2008; KIM, 
2009; CHENG, 2013; DE SOUZA, 2014). 
Birçok çalışmada STIM1’in TRPC1-SOCC ile 
etkileştiği ve TRPC1/STIM1 kanallarının 
aktivasyonu için Orai1 proteininin gerekliliği 
gösterilmiştir. Orai1 membranı dört defa 
geçen (4TM) ve özellikle Ca

+2
-salıverilişi ile 

aktive olan kanalların (Ca
+2

-release activa-
ted Ca

+2
 channels, CRACs) por yapısını 

oluşturan bir proteindir (CHENG, 2013). 
TRPC1 kanalları vazokonstriksiyon, VSMC 
proliferasyonu, kardiyak hipertrofi, basıncın-
neden olduğu aritmi, obstrüktif proliferatif 
vasküler hastalık ve vasospazm gibi kardi-
yovasküler patolojik durumlarla ilişkilendiril-
miştir (INOUE, 2009; VENNEKENS, 2011). 

miRNA 

mikroRNA’lar (miRNA), 20-25 nükleotid 
uzunluğunda, protein kodlamayan, gen 
ekspresyonunu transkripsiyon sonrası dü-
zenleyen endojen RNA molekülleridir. miR-
NA’lar hedef mRNA’ların translasyon üzerine 
olan etkinliklerini ya da stabilitelerini düzen-
leyerek işlev göstermektedirler (YU, 2010). 
İnsanlarda eksprese olan tüm genlerin 
%30’unu hedeflediği düşünülen yaklaşık 
2000 miRNA tanımlanmıştır (BENTWICH, 
2005; LEWIS, 2005). Olgun miRNA’lar, 
RNA’nın indüklediği susturucu kompleks 
(RNA-induced silencing complex, RISC) 
ribo-nükleoprotein kompleksine (MEISTER, 
2004) bağlanır. miRNA-RISC kompleksi 
(miRISC), miRNA ve hedef mRNA’nın 3’ 
ifade edilmeyen bölgesi (3’ untranslated 
region, 3’ UTR) arasında baz-eşleşme etki-
leşiminin oluşmasını indüklemektedir. Genel-
likle bu etkileşim miRNA ve hedef mRNA 
arasındaki baz-eşleşme özelliklerine bağlı 
olarak ya genin translasyonunun baskılan-
masına ya da hedef mRNA’nın kesilmesine 
neden olur (AMBROS, 2004; CULLEN, 
2004). miRNA’ların hedef mRNA’nın 3’-UTR 
bölgesi ile etkileştiği düşünülmekle birlikte 5’-
UTR ve açık okuma penceresinde işlevsel 
miRNA bağlanma bölgeleri olduğu bildirilmiş-
tir (OROM, 2008; TAY, 2008). Her miRNA 
200 kadar mRNA’ya bağlanabildiği ve her 
mRNA da farklı miRNA’lar için birden çok 
bağlanma bölgesine sahip olduğu için, miR-
NA’ların olasılıkla insan mRNA’larının yakla-
şık olarak üçte birinin ekpresyonunu düzen-
lediği düşünülmektedir (KREK, 2005). Hedef 
mRNA ile eşleşmesi için miRNA’nın 2-8 nük-
leotidi özellikle çok önemlidir. Bu dizi motifi, 
miRNA çekirdek dizisi (miRNA seed sequ-
ence) olarak tanımlanmıştır (BARTEL, 
2009). 

Vasküler TRPC’ler ve hipotez gelişimi 

Doktora tez çalışmalarım sırasında, TRPC1 
ve TRPC6 protein ekspresyonlarının sıçan 
aortunda yaşlanma sürecinde zıt olarak de-
ğiştiği ve fenilefrin yanıtlarının potansiyalize 
olduğu gözlenmiştir (ERAC, 2010). Alfa ad-
renerjik reseptörlerin işlevsel bir bileşeni 
olduğu ileri sürülen TRPC6 ifade kalıbındaki 
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değişimlerin aynı zamanda proliferatif bozuk-
luklarla da ilişkilendirilmesi söz konusu pro-
teindeki artışın TRPC1’deki azalmanın bir 
sonucu olduğunu ve TRPC1’in düzenleyici 
işlevi olduğunu düşündürmüştür. Kanal bile-
şimine katılan proteinleri hedefleyen spesifik 
blokörlerin olmaması in vivo koşullarda 
TRPC kanallarının damar düz kas sistemin-
deki işlevinin belirlenmesini zorlaştırmakta-
dır. Bu nedenle TRPC kanallarının işlevine 
yönelik yapılan çalışmalar gen-yoksun 
(knock-out) fare modelleri, hücre kültürlerin-
de post-transkripsiyonel gen susturma 
(PTGS, veya RNA interferans, RNAi) ile 
yapılan “knock-down” ya da aşırı ekspresyon 
(over expression, OE) modellerinde gerçek-
leştirilmektedir. Bu nedenle, damar doku-
sundaki mekanizmayı algılamak amacıyla 
TRPC1 gen ekspresyonuna PTGS ya da OE 
yöntemleri ile girişim yapılarak TRPC6 ifade 
kalıbı ve işlevsel sonuçları sıçan damar düz 
kas hücreleri (A7r5) ve insan primer damar 
düz kas hücrelerinde (human primary aortic 
smooth muscle cell, HASMC) araştırılmıştır. 
Ayrıca, HASMC’lerde TRPC1 ile ilişkili 
mRNA ifade kalıbının belirlenmesinde işlev 
gören tüm miRNA’ları belirlemek amacıyla 
yeni nesil dizileme (Next Generation Sequ-
encing, NGS) ve mikrodizin çalışmaları ger-
çekleştirilmiştir. Bu kapsamda temel amacı-
mız çeşitli kardiyovasküler bozukluklarda 
kritik önemi olan ve henüz geleneksel bir 
blokörü olmayan SOCE’nin bileşenlerini 
oluşturan iyon kanallarının ifade kalıbını 
düzenleyen miRNA’ların tanımlanması ve 
onları hedefleyen antimiR terapötiklerin ta-
sarlanmasına katkı sağlamaktır.  

GEREÇ ve YÖNTEM: 

Hücre kültürü:  

HASM hücreleri (Invitrogen) Medium 231 
besi ortamı ve supleman (%5 FBS, rekombi-
nant insan fibroblast büyüme faktörü ve epi-
dermal büyüme faktörü, insülin, Smooth 
Muscle Growth Supplement, SMGS, Invitro-
gen) ile kültüre edilmiştir. A7r5 hücreleri (sı-
çan, DB1X, embriyonik torasik aort hücre 
hattı) DMEM/Ham’s F12 (%5 FBS + %1 Pe-
nisilin, streptomisin) ile kültüre edilmiştir. 

TRPC1 gen ifadesine müdahale:  

A7r5 hücrelerine TRPC1 mRNA’sına komp-
lementer 21 bç siRNA Fugene transfeksiyon 
ajanı (Roche) kullanılarak uygulanmıştır. 
HASM hücrelerinde ise TRPC1 geninin 
PTGS ile baskılanması (shTRPC) ve aşırı 
eksprese (OE) edilmesi shTRPC- ve 

TRPC1-OE-vektörlerinin Neon elektroporatör 
cihazı (Invitrogen) ile transfekte edilmesi ile 
gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla pSUPERIOR-
shTRPC1 ve pCMV6-AC-GFP-TRPC1 vek-
törlerinin transfeksiyonu gerçekleştirilmiştir. 
Kontrol grubu hücrelere TRPC1 insert dizi 
içermeyen pSUPERIOR ve pCMV6-AC-GFP 
vektörleri transfekte edilmiştir. 

Gerçek zamanlı Nicel RT-PCR: 

Transfeksiyondan 48 saat sonra A7r5 ve 
HASM hücrelerden izole edilen RNA’lar 
(High Pure RNA Isolation Kit, Roche) kullanı-
larak cDNA sentezi (Transcriptor High Fide-
lity cDNA synthesis kit) gerçekleştirilmiştir. 
TRPC1 ve TRPC6 mRNA düzeyleri nicel 
gerçek zamanlı RT-PCR (FastStart DNA 
Master SYBR Green I kiti, Light Cycler 1.5, 
Roche) ile gerçekleştirilmiştir. PCR reaksi-
yonu MgCl2 2 mM, ileri (forward, F) ve geri 
(reverse, R) primerler her biri 0,5 µM olacak 
şekilde gerçekleştirilmiş ve 18S rRNA refe-
rans olarak kullanılmıştır. Standart (18S 
rRNA) dilüsyonları kullanılarak her çalışma-
ya özel çizilen eğriler kullanılarak hedef 
transkriptin konsantrasyonu hesaplanmıştır. 
PCR çalışmasının son basamağında çoğaltı-
lan ürünlerin özgüllüğü, ergime eğrisi analizi 
yapılarak belirlenmiştir.  

Western Blot:  

TRPC1 protein düzeylerindeki değişimler 
Western Blot çalışması ile belirlenmiştir. 
TRPC1 geninin baskılandığı A7r5 hücrele-
rinden Complete Lysis (Roche) ile izole edi-
len protein örneklerinden 45 μg yüklenerek 
SDS-PAGE analizi gerçekleştirilmiştir. Hızlı 
kuru transfer cihazı (Iblot, Invitrogen) kullanı-
larak proteinler jelden nitroselüloz membra-
na aktarılmıştır. Membran 1 saat (%5 süt 
tozu, TBS-T içinde) bloklandıktan sonra 
1/200 TRPC1, TRPC6 ve 1/1500 β-aktin 
(anti-rabbit, Chemicon) primer antikoru ile 
+4°C’de bir gece boyunca inkübe edildi. 
TBS-T ile 4 defa yıkama yapılmıştır. Sekon-
der antikor (1/1500, HRP konjuge donkey 
anti-rabbit, Santa Cruz) ile 25°C’de 1 saat 
inkübe edilmiştir. TBS-T ile yıkama sonra-
sında, ECL Plus Detection Reagent (Amers-
ham) kullanılarak oluşan kemilüminesans 
görüntülenmiştir (Fusion FX 7, Vilber). Eksp-
resyon düzeyleri her bir örnek için TRPC1 
bandının optik dansitesi “pixel intensity” β-
aktin bandınınkine orantılanarak değerlendi-
rilmiştir.  
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Hücre içi Ca
+2

 konsantrasyon değişimle-
rininin gerçek zamanlı olarak izlenmesi:  

Bu amaçla, yüksek hızlı çoklu eksitasyonlu 
spektrofluorometre (PTI QM8/2005, Photon 
Technology International NJ, USA) küvet 
kompartmanına monte edilen hücre kültürü 
kullanımına uygun olarak tarafımızdan tasar-
lanan bir aparat (TOSUN, 1997) (SELLI, 
2014) kullanılmıştır. Hücreler Ca

+2
 spesifik 

indikatör boya Fura-2/AM ile yüklenerek 
hücre içi gerçek zamanlı Ca

+2
 değişimleri 

izlenmiştir (SELLI, 2009). Üzerinde hücre 
kolonileri olan lameller 5 μM fura-2/AM ve 
%0.02 pluronik içeren %1 BSA/HBS (HE-
PES-Buffered Saline, HBS: 135 mM NaCl, 
5.9 mM KCl, 1.2 mM MgCl2, 1.5 mM CaCl2, 
11.6 mM, 5 mM NaHCO3, ve 11.5 mM glu-
koz, pH:7.3, 25 ºC) çözeltisi ile karanlıkta 60 
dk inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası 15 
dk arayla 2 defa %1 BSA/HBS çözeltisi ile 
yıkanan lameller çelik mandal ile sabitlene-
rek 2 ml HBS tamponu içeren spektrofluo-
rometre küveti içine yerleştirilmiştir. Fura-
2’nin serbest halde maksimum ekzitasyon 
dalga boyu 380 nm iken Ca

+2
 bağlandığında 

340 nm’ye kayar ve 510 nm’de alınan emis-
yon şiddeti Ca

+2
 konsantrasyonu ile orantılı 

olarak artış gösterir. Hücre içi Ca
+2

 değerle-
rindeki değişim orantısal olarak (340/380) 
verilmiştir. 

Proliferasyon hızının gerçek zamanlı ola-
rak izlenmesi:  

Bu amaçla gerçek-zamanlı hücresel analiz 
sistemi (real-time cellular analysis, RTCA, 
xCELLigence, Roche) kullanılmıştır (ERAC, 
2014). Bu sistemde hücreler yüzeyleri altın 
elektrodlar ile kaplanmış çoklu kuyucuklu 
petrilere (E-plate) ekilerek herhangi bir işa-
retleme yapmaksızın hücre proliferasyonun-
daki gerçek zamanlı değişimler izlenebilmek-
tedir. Hücre çoğalmasına bağlı impedans 
değişim oranı “cell index” olarak ifade edil-
mektedir.  

NGS ile miRNA’ların belirlenmesi:  

TRPC1 geninin baskılanması ve aşırı eksp-
rese edilmesi amacıyla ilgili vektörlerin trans-
feksiyonundan 48 saat sonra total RNA izo-
lasyonu TriPure Isolation Reagent (Roche) 
kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Total RNA’lar 
%15’lik poliakrilamid üre jele (Biorad) yükle-
nerek molekül ağırlıklarına göre elektroforez 
yöntemi ile ayrılmıştır. 20-30 nükleotid bü-
yüklüğündeki küçük RNA’lar (small RNA, 
sRNA) jelden ayrıştırılmıştır. sRNA’ların 5’ 
ve 3’ uçlarına adaptör eklenme, cDNA sen-

tezi (SuperScript III First Strand Synthesis 
System for RT-PCR kiti, Invitrogen) ve PCR 
ile çoğaltılmaları (Taq DNA Polymerase, 
dNTPPack kiti, Roche) sonucunda cDNA 
kütüphanesi oluşturulmuştur. Daha sonra 
DNA fragmanlarının GS FLX 454 NGS sis-
teminde dizilenebilmesi için 454 sekans pri-
merleri PCR ile eklenmiştir. cDNA kütüpha-
nesinin konsantrasyon değerleri (ng/µl) Qu-
ant-iT PicoGreen dsDNA Reagent (Invitro-
gen) kiti kullanılarak Varioskan Flash Multi-
mode Reader (Thermo) çoklu plak okuyucu-
da fluorometrik olarak belirlenmiştir. Sekans-
lama aşaması öncesinde emülsiyon PCR ve 
boncuk zenginleştirilmesi işlemleri gerçek-
leştirilmiştir. NGS çalışmaları GS FLX cihazı 
(Roche) kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  

Mikrodizin çalışmaları: 

Her iki grup hücreden izole edilen total RNA 
örnekleri ile “miRNA Complete Labeling and 
Hyb” kiti kullanılarak Human miRNA microar-
ray, (Release 19.0, 8x60K (v19), G4872A, 
Agilent) miRNA çipleri ile gerçekleştirilmiştir. 
Agilent miRNA mikrodizin sisteminde RNA 
siyanin 3 (Cy3) ile işaretlenir. Kullanılan gen 
çipi üzerinde 8 adet örnek haznesi ve her bir 
haznede, tanımlanmış 2006 adet insan 
miRNA’ya ait prob bulunmaktadır. Ham mik-
rodizi verisi farklı yazılımlar yardımı ile elekt-
ronik verilere dönüştürülmüştür. Yapılacak 
karşılaştırmalı analizler için her örneğin veri-
sinden arkaplan gürültüsü uzaklaştırılmış ve 
tüm örneklerin verisi yüzdelik (quantile) nor-
malizasyona tabi tutulmuştur. FC (Fold 
Change) Analizi yapılarak 2 den büyük kat 
değişimleri her bir prob için artış ve azalış 
olarak belirtilmiştir. Artan ve azalan hedef 
miRNA’lar “heat-map”  grafiği ile gösterilmiş-
tir. Her bir grup için, kat sayısı anlamlı olarak 
değişen miRNA’ların hedef genleri belirlen-
miştir. Bu analizde PITA, PicTar, TarBase, 
TargetScan ve microRNAorg veritabanları 
kullanılmış ve p değeri 0,05’ten düşük olan 
genlerdeki değişim anlamlı kabul edilmiştir. 

İstatistiksel Analiz: 

Tüm veriler ortalama ve ± O.S.H. (ortalama-
nın standart hatası) olarak ifade edilmiştir. 
“n” deneyde kullanılan farklı kültür ortamla-
rından elde edilen örneklerin sayısını gös-
termektedir. Ortalamalar arasındaki fark 
Student’s t-testi ile analiz edilmiştir ve 
P<0,05 olduğunda istatistiksel olarak anlamlı 
kabul edilmiştir. 
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BULGULAR 

1. A7r5 hücrelerinde siTRPC1 aracılı 
PTGS sonrası TRPC1 ve TRPC6 eksp-
resyon düzeylerinin belirlenmesi: 

A7r5 hücrelerine siTRPC1 uygulaması son-
rasında TRPC1 mRNA düzeyleri anlamlı bir 

şekilde azalmıştır (P<0,05, n=6-8). Nicel 
gerçek zamanlı RT-PCR sonuçlarına göre 
TRPC1 mRNA düzeyleri  %40 oranında aza-
lırken, siTRPC1 uygulanan hücrelerde 
TRPC6 mRNA düzeylerinde % 100 artış 
belirlenmiştir (Şekil 1). 

a 

 
 

b 

 

Şekil 1. siTRPC1 aracılı PTGS’nin TRPC1 ve TRPC6 mRNA düzeyleri üzerine olan etkisi. 
siRNA ile transfekte edilen A7r5 hücrelerinde 48 saat sonra (a) TRPC1 ve (b) TRPC6 mRNA düzeyle-
rindeki değişim görülmektedir. Değerler β-aktin düzeylerine normalize edilmiştir (TRPC/ β-aktin mRNA 
x 10

2
; (*P < 0.05; n = 6-8) (SELLI, 2009). 

 
siTRPC1-aracılı geçici gen susturma uygulanan A7r5 hücrelerinde TRPC1 protein düzeylerinde 
kontrol hücrelere oranla anlamlı azalma (P<0,05, n=3), TRPC6 protein düzeylerinde ise anlamlı 
artış (P<0,01, n=3) belirlenmiştir (Şekil 2). 
 

a 

 
 

b 

 

Şekil 2. siTRPC1 aracılı PTGS’nin TRPC1 ve TRPC6 protein düzeyleri üzerine olan etkisi. 
siRNA ile transfekte edilen A7r5 hücrelerinde 72 saat sonra (a) TRPC1 ve (b) TRPC6 protein düzeyle-
rindeki değişim görülmektedir. Değerler “housekeeping” protein olan β-aktin ekspresyon düzeylerine 
normalize edilmiştir (TRPC/ β -aktin; *P<0,05; **P<0,01; n=3) (SELLI, 2009). 

 
2. HASM hücrelerinde shTRPC1 aracılı PTGS sonrası TRPC1 ve TRPC6 mRNA ekspresyon 

düzeylerinin belirlenmesi: 
PTGS sonrası HASM hücrelerinde TRPC1 ve TRPC6 mRNA düzeylerindeki değişimler qRT-PCR 
ile belirlenmiştir. 
HASM hücrelerinde vektör-aracılı shTRPC1 uygulamasından 48 saat sonra TRPC1 ekspresyonu 
% 46 oranında baskılanmıştır (Şekil 3a, P<0,05, n=4).  

shTRPC1 uygulamasından 48 saat sonra, TRPC1 düzeylerinde anlamlı değişim belirlenen örnek-
lerde, TRPC6 mRNA düzeylerinde herhangi değişim belirlenmemiştir (Şekil 3b). 
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a 

 

b 

 
Şekil 3. pSUPERIOR.shTRPC1 vektörünün TRPC1 ve TRPC6 mRNA düzeyleri üzerine olan etkisi. 
pSUPERIOR.shTRPC1 vektörü ile transfekte edilen HASM hücrelerinde 48 saat sonra (a) TRPC1 ve 
(b) TRPC6 mRNA düzeylerindeki değişim görülmektedir. Değerler 18s rRNA düzeylerine normalize 
edilmiştir (TRPC/18s rRNA mRNA x 10

4
; (*P < 0,05; n = 4). 

 
3. HASM hücrelerinde OE sonrası TRPC1 ve TRPC6 mRNA ekspresyon düzeylerinin belir-

lenmesi: 

HASM hücrelerinde vektör-aracılı OE uygulamasından 48 saat sonra TRPC1 ekspresyonu yakla-
şık 2000-kat artmıştır (Şekil 4a, P < 0,01; n = 7-8). 
pCMV6-AC-GFP-TRPC1 vektörü ile transfekte edilen HASM hücrelerinde TRPC1 (OE) 48. saatte 
TRPC1 düzeylerinde anlamlı değişim belirlenen örneklerde, TRPC6 mRNA düzeylerinde % 61 
oranında azalma belirlenmiştir (Şekil 4b, P < 0,05; n = 5). 
 

a 

 
 

b 

 

Şekil 4. pCMV6-TRPC1 vektörünün TRPC1 ve TRPC6 mRNA düzeyleri üzerine olan etkisi. 
pCMV6-AC-GFP-TRPC1 vektörü ile transfekte edilen HASM hücrelerinde (OE) 48 saat sonra (a) 
TRPC1 ve (b) TRPC6 mRNA düzeylerindeki değişim görülmektedir. Değerler 18s rRNA düzeylerine 
normalize edilmiştir (TRPC/18s rRNA mRNA x 10

4
; (**P < 0,01; n =5-8). Kontrol düzeyini gösterebil-

mek amacıyla y ekseni iki farklı ölçekte verilmiştir. 
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a 

 

b 

 

c 

 
Şekil 5. A7r5 hücrelerinde TRPC1 gen susturmanın CPA yanıtları üzerindeki etkisi.  
(a) Kontrol ve (a) PTGS (siTRPC1) grubu hücrelerde CPA’nın neden olduğu [Ca

+2
]i artışı ve kümülatif 

veriler (c; **P<0,05; n=7). CPA (10 μM) eklendikten sonra oluşan pik yanıtlar 5-HT (1 μM) yanıtlarına 
orantılanarak verilmiştir. Hücre içi Ca

+2
 değerlerindeki değişim orantısal olarak (F340/380) verilmiştir 

(SELLI, 2009). 

 
4. A7r5 hücrelerinde PTGS sonrası [Ca

+2
]i Değişimleri 

siRNA-aracılı PTGS sonrası TRPC1 ekspresyon düzeylerinin baskılandığı A7r5 hücrelerinde hüc-
re içi Ca

+2
 düzeylerindeki değişimler izlenmiştir. siTRPC1-aracılı geçici PTGS uygulanan A7r5 

hücrelerinde 5-HT (1 μM) yanıtları değişmezken, kontrol hücrelere oranla SERCA blokörü 
CPA’nın (depoları tamamen boşalttığı bilinen konsantrasyonunda, 10 μM) neden olduğu [Ca

+2
]i 

artışları ve SOCE’de anlamlı düzeyde, sırasıyla %60 (P<0,05) ve %130 (P<0,01) artış belirlen-
miştir (Şekil 5 ve 6). 1 µM verapamil varlığında, SOCE blokörü 2-aminoetildifenilborat (2-APB, 50 
µM) SOCE artışlarını bloke etmiştir (Şekil 6). 
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a 

 

b  

c 

 

 

Şekil 6. A7r5 hücrelerinde TRPC1 gen susturmanın SOCE üzerindeki etkisi. Ca+2 kanal blokörü 
verapamil (1 μM) varlığında 10 μM CPA sonrasında 1.5 mM Ca+2 eklenmesi ile elde edilen [Ca+2]i 
değişimleri. (a) Kontrol ve (b) PTGS (siTRPC1) grubu hücrelerde SOCE’de görülen değişimler ve 
kümülatif veriler (c; **P<0,01; n=5). Ca+2 eklendikten sonra oluşan pik yanıtlar 5-HT (1 μM) yanıtları-
na orantılanarak verilmiştir. Hücre içi Ca+2 değerlerindeki değişim orantısal olarak (F340/380) veril-
miştir (SELLI, 2009). 

 
A7r5 hücrelerinde siRNA-aracılı PTGS sonrası SOCE artışına, Na

+
/Ca

+2
 değiştokuşçusu 

(Na
+
/Ca

+2
 exchanger, NCX) ve plazma membran Ca

+2
 ATPaz’ın (plasma membrane Ca

2+
 ATPa-

se, PMCA) katkısı test edilmiştir. PMCA blokörü vanadat (sodyumortovanadat, Na3VO4, 1 μM) 
içeren, Na

+
 içermeyen (Na

+
 free) HBS varlığında, susturma sonrası görülen SOCE yanıtlarında 

belirgin bir değişiklik belirlenmemiştir (Şekil 7). 
 

 
Şekil 7. A7r5 hücrelerinde TRPC1 gen susturmanın vanadat varlığında SOCE üzerindeki etkisi.  
Hücreler 1 μM vanadat içeren, Na

+
 içermeyen HBS ile perfüze edilmiş ve SOCE protokolü uygulan-
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mıştır (n=3) (SELLI, 2009). 
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5. HASM hücrelerinde PTGS sonrası [Ca
+2

]i Değişimleri 

TRPC1 geninin baskılanması SR salıverilişinde kontrol grubuna göre anlamlı bir değişikliğe ne-
den olmazken, SOCE belirgin derecede artış göstermiştir (P < 0,05, n = 12-14, Şekil 8). 
 
a 

 

b 

 
c 

 

 

Şekil 8. HASM hücrelerinde vektör-aracılı PTGS sonrası [Ca
+2

]i artışları.  
(a) Kontrol ve (b) TRPC1 geni baskılanan hücrelere ait deney kayıtları. Kontrol hücrelere oranla 
TRPC1 gen susturma (shTRPC1) uygulanan hücrelerde SR’den salıverilen Ca

+2
 düzeyleri değişmez-

ken SOCE (P < 0,05, n = 12-14) anlamlı olarak artmıştır (C). Hücre içi Ca
+2

 değerlerindeki değişim 
orantısal olarak (F340/380) verilmiştir (yayınlanmamış bulgular). 
 
6. HASM hücrelerinde OE sonrası [Ca

+2
]i Değişimleri 

TRPC1 aşırı eksprese eden HASM hücrelerinde hem depodan (SR) salıverilen Ca
+2

 salıverilişin-
de hem de SOCE düzeylerinde kontrole oranla azalma eğilimi istatistiksel olarak anlamlı değildir 
(Şekil 9). 
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a 

 

b 

 
c 

 
 

 

Şekil 9. HASM hücrelerinde vektör-aracılı OE sonrası [Ca
+2

]i artışları. 
(a) Kontrol ve (b) TRPC1 geninin aşırı eksprese edildiği hücrelere ait deney kayıtları. Kontrol hücrelere 
oranla TRPC1 aşırı eksprese edilen hücrelerde SR’den salıverilen Ca

+2
 (c) ve SOCE düzeylerinde 

anlamlı bir değişiklik gözlenmemiştir (n = 8-9). Hücre içi Ca
+2

 değerlerindeki değişim orantısal olarak 
(F340/380) verilmiştir 
 
7. A7r5 Hücrelerinde PTGS Sonrası Proliferasyonun Belirlenmesi 
pSUPERIOR.shTRPC1 uygulamasının A7r5 hücrelerinin (5000 hücre/kuyucuk) proliferasyonu 
üzerindeki etkisi Şekil 10’da verilmiştir. shTRPC1 uygulamasından 24, 48, 72 ve 96 sa. sonra 

A7r5 hücre proliferasyonu kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde azalmıştır (P<0,01). 
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a 

 
b 

 
Şekil 10. A7r5 hücrelerinde PTGS sonrası proliferasyonun gerçek zamanlı izlenmesi.  
Hücrelerin (5000 hücre/kuyucuk) (a) ortalama çoğalma profilleri ve (b) kümülatif veriler 
(**P<0,01; n=8-12). 

 
8. HASM hücrelerinde TRPC1 PTGS sonrası proliferasyondaki değişimler 

shTRPC1 uygulamasından 24, 48, 72 sa. sonra HASM hücre proliferasyonu kontrol grubuna göre 
anlamlı düzeyde azalmıştır (P<0,01, Şekil 11). 
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a 

 
b  

 
Şekil 11. PTGS sonrasında HASM hücrelerinde proliferasyonun izlenmesi. 
Çalışmada kullanılan 96-kuyucuklu petriye kuyucuk başına 5000 olarak ekilen hücrelerin (a) ortalama 
çoğalma kalıpları ve (b) ortalama verilerin bar grafikleri. Hücre indeksi: hücre çoğalmasına bağlı im-
pedans değişim oranı (P < 0,01, n = 10-11, yayınlanmamış bulgular). 

 
9. HASM hücrelerinde TRPC1 OE sonrası proliferasyondaki değişimler 

RTCA sisteminde gerçekleştirilen çalışmalarda TRPC1 OE grubunda proliferasyonun kontrol gru-
buna göre arttığı gözlenmiştir (Şekil 12). 
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a 

 
b 

 
Şekil 12. OE sonrasında HASM hücrelerinde proliferasyonun gerçek zamanlı izlenmesi. 
Çalışmada kullanılan 96-kuyucuklu petriye kuyucuk başına 5000 olarak ekilen hücrelerin (a) ortalama 
çoğalma kalıpları ve ortalama verilerin (b) bar grafikleri. Hücre indeksi: hücre çoğalmasına bağlı im-
pedans değişim oranı (P < 0,01, n = 10-11, yayınlanmamış bulgular). 

10. TRPC1 PTGS ve OE sonrası miRNA 
ekspresyon düzeylerindeki değişik-
likler 

miRNA mikrodizin çalışmalarına göre 
TRPC1 OE grubunda ekspresyonu artan 6 
miRNA belirlenirken, baskılandığı grupta 3 
miRNA ekspresyonu azalmıştır. Buna karşı-
lık TRPC1 geninin baskılandığı koşullarda 3 
miRNA’nın ekspresyonu artarken, 4 miR-
NA’nın ekspresyonu azalmıştır. Mikrodizin 
çalışmaları sonucunda başta TRPC1 OE 
örneklerde ekspresyon düzeyi artan miR-
NA’lar olmak üzere bunlar miRNA’lar 
miRWalk (http://www.umm.uni-
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/), mirBase, 
(http://www.mirbase.org/), microRNA.org, 
(http://www.microrna.org/microrna/home.do), 
miRDB (http://mirdb.org/miRDB/index.html) 
gibi farklı veri bankalarında analiz edilerek 
3’-UTR bölgelerine komplementer özellikleri-
ne göre olası mRNA hedefleri arasında özel-
likle TRPC1 ve TRPC6’nın bulunduğu belir-
lenmiştir. Belirnenen bu miRNA’ların gerçek-
ten TRPC1 ve TRPC6 mRNA’ların hedefle-

yip hedeflemedikleri antimir ve OE miRNA 
çalışmaları ile deneysel olarak doğrulanması 
gerekmektedir. 
11. TRPC1 PTGS ve OE sonrası NGS ile 

miRNA dizileme sonuçları 
TRPC1 geninin baskılandığı ve aşırı ekspre-
se edildiği HASM hücrelerinde GS FLX NGS 
sistemi ile gerçekleştirilen çalışmalarda belir-
lenen diziler analiz edilmiştir. Belirlenen bu 
diziler daha sonra http://www.mirbase.org/ 
veri tabanında bu güne kadar tanımlanan 
miRNA veritabanına karşılık eşleştirme ana-
lizi (BLAST) gerçekleştirilmiştir. Ayrıca, dizi-
leme çalışmasından elde edilen bazı dizile-
rin, gerçekleştirilen BLAST analizleri sonra-
sında insan miRNA veri tabanında her hangi 
bir miRNA ile eşleşmediği görülmüştür. Bu 
dizilerin henüz tanımlanmamış yeni miR-
NA’lara ait olabileceği düşünülmektedir. 
 

http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/
http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/
http://www.mirbase.org/
http://www.microrna.org/microrna/home.do
http://mirdb.org/miRDB/index.html
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TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bu çalışmanın ilk aşamasındaki bulgularımız 
“Post-transcriptional silencing of TRPC1 ion 
channel gene by RNA interference upregula-
tes TRPC6 expression and store-operated 
Ca

2+
 entry in A7r5 vascular smooth muscle 

cells” başlığı altında Vascular Pharmacology 

dergisinde 51, 96-100, 2009 yayımlanmış-
tır. Bu çalışmada TRPC1 iyon kanalının 
SOCC bileşimine katıldığı ve hücre prolife-
rasyonunda işlevsel olduğu gerek vasküler 
düz kas hücre hattında (A7r5) ve gerekse 
primer insan aortik düz kas hücrelerinde 
(HASMC) gösterilmiştir. A7r5 hücrelerinde 
TRPC1 geninin baskılandığı koşullarda 
TRPC6’da artış, HASMC hücrelerinde 
TRPC1 OE durumunda ise azalma gözlen-
miştir. Ekspresyon ve hücre içi Ca

+2
 analizle-

ri TRPC1 ekspresyonunun baskılanması ya 
da artırılmasının TRPC6 geni ile kompanse 
edilebildiğini düşündürmektedir.  

TRPC1 alttipinin susturulduğu A7r5 ve 
HASM hücrelerinde SOCE artışı, TRPC1’in 
SOC kanalının düzenleyici alt birimi olabile-
ceğini düşündürmüştür (DIETRICH, 2014) 
(SELLI, 2009). Bulgularımız, TRPC1 iyon 
kanalının vasküler düz kas hücreleri için 
olasılıkla Ca

+2
 homeostazında düzenleyici 

işlev gören esansiyel bir protein olduğunu 
göstermektedir.  

TRPC iyon kanal proteinleri arasında özellik-
le TRPC1 ve TRPC6 damar düz kas kont-
raksiyonu ve proliferasyonu ile ilişkili kanal-
lardır. TRPC1 proteininin daha çok SOC 
kanalının komponenti olduğu önerilirken 
(BEECH, 2005) (CHENG, 2013) 
(AMBUDKAR, 2007) TRPC6’nın reseptör 
kontrollü bir kanal olduğunu gösteren birçok 
çalışma bulunmaktadır (ESTACION, 2004) 
(DIETRICH, 2010) (DE SOUZA, 2014). Yaş-
lanma sürecinde sıçan torasik aortunda 
TRPC ekspresyon düzeylerini incelediğimiz 
çalışmamızda TRPC1 proteinindeki azalma-
ya karşılık TRPC6’da artış gözlemlememiz 
TRPC1 ve TRPC6 ekspresyonlarının ilişkili 
olabileceğini düşündürmektedir (ERAC, 
2010). A7r5 hücrelerde TRPC1 baskılanma-
sı sonrasında TRPC6 proteininde ve 
SOCE’de artış belirlenmesi TRPC1 ve 
TRPC6 gen ekspresyonlarının çapraz ilişki 
gösterdiğini kanıtlamaktadır (SELLI, 2009). 
Ayrıca, TRPC1 baskılanan A7r5 hücrelerin-
de TRPC6 artışı ile birlikte CPA-aracılı 
[Ca

+2
]i’deki artışlar TRPC1 azalmasının 

TRPC6 tarafından kompanse edilebileceği 
önerimizi desteklemektedir. Çalışmalarımız-

da belirlediğimiz iki gen arasındaki benzer 
etkileşim TRPC6 “knockout” farelerde 
TRPC3 mRNA ekspresyonundaki artış ile 
gözlemlenmiştir (DIETRICH, 2007). İlginç 
olarak kültüre sıçan mezenterik arterde ger-
çekleştirilen bir çalışmada da TRPC1 mRNA 
ekspresyonunda azalma belirlenirken 
TRPC6 mRNA ekspresyonunda artış görül-
mesi çalısmamızdan elde ettiğimiz bulguları 
desteklemektedir (TAI, 2009). HASM hücre-
lerinde TRPC1 ekspresyonunun artırıldığı 
koşullarda TRPC6 ekspresyon düzeylerinde 
azalma görmemiz TRPC1 ve TRPC6 ara-
sındaki olası çapraz ilişkiyi destekler nitelik-
tedir. Buna karşılık HASM hücrelerinde 
TRPC1 geninin baskılandığı koşullarda 
TRPC6 ekspresyonunda anlamlı bir değişik-
lik belirlenememiştir. Benzer TRPC ifade 
kalıbı aorta düz kas hücrelerinden elde edi-
len primer hücre kültürü çalışmalarında da 
gözlenmiştir (TAI, 2008). Bu çalışmada 
TRPC1 mRNA düzeyleri %72 oranında bas-
kılanırken TRPC6 ekspresyon düzeylerinde 
anlamlı bir değişiklik belirlenmemiştir. Bir 
başka çalışmada ise, TRPC6 geninin baskı-
lanması diğer TRPC üyelerinin ekspresyon 
düzeylerinde herhangi bir değişikliğe neden 
olmamıştır (SOBOLOFF, 2005). Fizyolojik 
koşullarda gözlemlediğimiz bu sonuçların 
patolojik koşullarda da incelenmesi amacıyla 
gerçekleştirdiğimiz bir başka projemizde 
(TÜBİTAK 108S072) insan karaciğer kanseri 
hücre hattı Huh-7 hücrelerinde de TRPC1 
geninin post-transkripsiyonel baskılandığı 
koşullarda TRPC6’da anlamlı bir artış belir-
lenemezken SOCE’de artış belirlenmiştir. 
İnsan primer damar düz kas hücrelerinde 
TRPC1’deki azalmaya SOCE’deki artışın 
eşlik etmesi TRPC1 proteininin SOC kanalla-
rının temel düzenleyicisi olduğu yönündeki 
hipotezimizi desteklemektedir. Bulgularımı-
zın aksine izole primer insan pulmoner arter 
damar düz kas hücreleri ile gerçekleştirilen 
bir çalışmada antisense oligonükleotidlerle 
TRPC1 ekspresyonunun baskılandığı koşul-
larda gözlenen proliferasyonda azalmanın 
yanı sıra SOCE de azalmıştır (SWEENEY, 
2002). TRPC1 proteininin heteromerik TRPC 
kanal komplekslerinin işlevinde modülatör 
olarak rol oynadığı önerilmiştir (STORCH, 
2012). Yaşlı sıçan torasik aortu (ERAC, 
2010) ve A7r5 hücrelerinden (SELLI, 2009) 
farklı olarak insan primer aortik düz kas hüc-
relerinde TRPC1 baskılandığında TRPC6 
ekspresyonu değişmezken SOCE’nin artma-
sı SOC kanal yapısına giren diğer alt tiplerin 
(TRPC3, 4 ve 6), Orai (SOC kanal proteini) 
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ya da STIM-1 “stromal interaction molecule” 
gibi proteinlerin kompansatuvar işlevinin 
olduğunu düşündürmüştür (ABRAMOWITZ, 
2009). Literatürde TRPC1 proteininin SOCE 
ile ilişkisine yönelik çelişkili sonuçlar bulun-
maktadır. SR Ca

+2
 içeriğinin algılayıcısı ola-

rak işlev gösterdiği düşünülen STIM-1’in 
primer insan koroner arter damar düz kas 
hücrelerinde TRPC1 ile birlikte SOC kanal 
yapısı için önemli olduğu bildirilmiştir 
(TAKAHASHI, 2007). Bununla birlikte Am-
budkar ve arkadaşları, TRPC1-yoksun 
(TRPC1

-/-
) fare torasik aort ve serebral arter 

düz kasında gerçekleştirdikleri çalışmalarda 
SOCE’de herhangi bir değişiklik olmadığını 
ve TRPC1’in SOCE’nin STIM kadar önemli 
bir komponenti olmadığını önermişlerdir 
(DIETRICH, 2007). TRPC1’in SOCE ile iliş-
kisine yönelik bu farklı bulguların temel ne-
deni SOC kanal yapısına katılan TRPC bile-
şenlerinin farklı olmasından kaynaklanıyor 
olabilir (DE SOUZA, 2014) (KIM, 2014). SOC 
kanallarının heteromerik yapısını oluşturan 
TRPC bileşenlerinin farklı olması deney ko-
şullarına bağlı olarak birbiri ile çelişkili gibi 
görünen yanıtların alınmasına neden olabilir. 
Ayrıca özellikle TRPC1-yoksun in vivo ça-
lışmalar ya da TRPC1’in baskılandığı koşul-
larda kompansatuvar altbileşenin farklı ol-
ması da bu kapsamda önemli olabilir 
(CHENG, 2013) (DIETRICH, 2014). 

TRPC1’in A7r5 ve HASM hücrelerinde, proli-
ferasyon sürelerinin uzamasına neden oldu-
ğu proliferasyonun gerçek zamanlı izlenmesi 
ile belirlenmiştir. Bununla birlikte TRPC ge-
ninin ekspresyonunun artrıldığı HASM hüc-
relerinde proliferasyon artmış olması, SOC 
kanallarının düzenleyici alt birimi olduğunu 
önerdiğimiz TRPC1’in aynı zamanda damar 
düz kas hücre proliferasyonunda da işlevsel 
olabileceğini düşündürmüştür. Gerçek za-
manlı hücre analizi sonuçlarında TRPC1’in 
baskılanmasının antiproliferatif, aşırı eksp-
resyonunun ise proliferatif etkinliği olabilece-
ğini düşünmekteyiz. Damar hasarı sonrasın-
da endotelyumun yenilenmesinde görev alan 
endotelyal progenitor hücrelerde TRPC1 
susturulmasının proliferasyonu inhibe etmesi 
TRPC’in damar onarımındaki işlevini gös-
termektedir (KUANG, 2012). TRPC1 protein-
leri damar düz kas hücrelerinin adaptif hasar 
yanıtında en çok ekspresyonu artan protein-
lerdendir. Özellikle oklüzif damar hastalıkla-
rında düz kas hücrelerinde TRPC1 ekspres-
yonunda artış belirlenmesi TRPC inhibitörle-
rinin vasküler hastalıklarda potansiyel tera-

pötik ajanlar olabileceğini göstermektedir 
(KUMAR, 2006). 

Subsarkolemmal alanlarda [Ca
+2

]i’deki artış 
NCX aracılığı ile Ca

+2
 çıkışına neden olabilir. 

NCX’in bu etkisi SOCE aracılı Ca
+2

 girişin-
deki artışın maskelenmesine neden olabilir 
(CHEMAYA, 1996). Pulmoner damar düz 
kas hücrelerinde, spesifik NCX aracılı Ca

+2
 

giriş inhibitörünün CPA’nın neden olduğu 
[Ca

+2
]i artışında azalmaya neden olduğu 

gösterildiği için NCX’in ters modunun 
SOCE’deki katkısı göz ardı edilemez 
(ZHANG, 2005). HEK293 hücrelerinde ger-
çekleştirilen bir çalışmada NCX’in TRPC-
aracılı Ca

+2
 girişinde katkısı olduğu gösteril-

miştir (ROSKER, 2004). Fare aorta düz kas 
hücrelerindeki (Mouse aortic smooth muscle, 
MASM) gözlemlerin (LYNCH, 2008) aksine 
bu çalışmada A7r5 hücrelerinde NCX’in 
SOCE’de katkısı olmadığını belirledik. Bu-
nunla birlikte TRPC1’in baskılandığı A7r5 
hücrelerinde Na

+
-içermeyen ortamda SOCE 

azalmıştır. MASM hücrelerinde, diğer bir 
Ca

+2
 çıkışına neden olan protein olan 

PMCA’nın Vn
+3

 ile blokajının SOCE’de artışa 
neden olduğu gösterilirken (LYNCH, 2008) 
A7r5 hücrelerinde herhangi bir etkiye neden 
olmamıştır. Kontrol grubunun aksine, sod-
yumun uzaklaştırılması ve Vn

+3
 ile si-TRPC1 

uygulanan hücrelerde SOCE artışının inhibe 
edilmesi, TRPC1 ve TRPC6’nın SOC ve 
PMCA/NCX arasındaki kenetlenmede rol 
oynuyor olabileceğini düşündürmektedir.  

Sonuç olarak, bulgularımız, hem sıçan hem 
de insan aort hücrelerinde TRPC1 ekspres-
yonundaki azalmanın beklenenin aksine 
SOCE’de artışa neden olması TRPC1’in 
SOC kanallarının düzenleyici bir bileşeni 
olduğunu düşündürmektedir (DIETRICH, 
2014). Ayrıca, yaşlanma sürecinde TRPC1 
ve TRPC6 ekspresyonları arasındaki zıt 
ilişkinin PTGS ve OE sonrasında da göz-
lenmesi TRPC1 geninin ekspresyonundaki 
değişimlerin TRPC6 ile kompanse edilebile-
ceğini düşündürmektedir. 

TRPC1 geninin mRNA düzeyinde ekspres-
yonunun düzenlenmesinden sorumlu olabi-
lecek miRNA’ları belirlemek amacıyla ger-
çekleştirdiğimiz NGS çalışmalarımız sonu-
cunda TRPC1 geninin azaldığı ve arttığı 
koşullarda, her iki grupta da ortak olan miR-
NA’ların dışında farklı miRNA dizileri de be-
lirlenmiştir. Elde edilen bu sonuçlar, TRPC1 
geninin düzenlenmesinde rol oynayabilecek 
miRNA’ların deneysel koşullarda da araştırı-
labilmesini sağlayacak yeni hedefler göster-
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miştir. Ayrıca NGS analizleri sonrasında 
belirlenen bazı miRNA’ların (miR17-5p, 
miR130a-3p, miR222-3p, miR23a-3p, 
miR106, miR20a-5p gibi) damar gelişimi, 
anjiyojenez, büyüme, proliferasyon ve apop-
toz gibi biyolojik süreçlerde rol oynadığı farklı 
çalışmalarda gösterilmiştir (THUM, 2008) 
(ZHANG, 2008) (SUAREZ, 2009). Özellikle 
kardiyovasküler sistemde esansiyel işlevi 
olduğuna inandığımız TRPC1’in ifade kalıbı-
nı etkileyen miRNA’ların ve ilişkili yolakların 
belirlenmesinin vazospastik hastalıkların 
ayrımsal tanısında kullanım potansiyelleri 
bulunmaktadır. Özellikle izlediğimiz damar 
hücresinin proliferasyonunu etkileyen miR-
NA’lar kanserleşme sürecinde tümör gelişimi 
için esansiyel olan damarlanmanın (anjiyo-
genez) izlenmesi için önemli olacaktır. Söz 
konusu miRNA’lara yönelik girişimler tümör 
gelişimini önleyici terapötiklerin gelişimini 
kolaylaştıracaktır. 
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Epilepsili Hastalarda Lamotrijin Tedavisi ile Genetik Polimorfizm İlişkisi  
 
Medine GÜLÇEBI İDRIZ OĞLU 

Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi 
 
GİRİŞ VE AMAÇ 

İlaca karşı gelişen yanıttaki bireysel farklılık-
lar, hem genetik hem de çevresel faktörlerin 
karmaşık etkileşimleri sonucunda oluşmak-
tadır. Bu durum istenmeyen ilaç reaksiyonla-
rına, ilaç toksisitelerine ya da ilacın terapötik 
yetersizliğine yol açabilmektedir. Bireysel 
değişkenliğin nedenleri arasında ilaç-ilaç 
etkileşimleri, vücut ağırlığı, yaş, başka hasta-
lığın eşlik etmesi, karaciğer ve böbrek fonk-
siyon bozuklukları, genetik faktörler gibi bir 
çok neden sayılabilirse de bunlardan en 
önemlisi genetik faktörlerdir (Meyer, 2000). 
İlaç metabolizmasında rol alan enzimlerdeki 
genetik değişiklikler ilaçların plazma kon-
santrasyonunda farklılıklarla sonuçlanıp doz 
ayarlamaları açısından önem taşımaktadır. 
Epilepsi tedavisinde yaygın bir kullanıma 
sahip olan lamotrijin, UDP-glükuronil transfe-
raz (UGT) enzimleri tarafından metabolize 
edilmektedir. UGT enzimlerinin genetik poli-
morfizimleri toksikolojik, farmakolojik ve fiz-
yolojik öneme sahiptir (Miners ve ark., 2002). 
Lamotrijin metabolizmasının önemli bir kıs-
mından sorumlu olan UGT 1A4 enzimi ile 
ilgili yapılmış olan sınırlı sayıda çalışma var-
dır. UGT 1A4 enziminin fonksiyonel olarak 
önemli olan P24T (UGT1A4*2) ve L48V 
(UGT1A4*3) polimorfizmleri ilk olarak 2004 
yılında gösterilmiştir (Ehmer ve ark., 2004). 

Çalışmamızda epilepsi nedeniyle lamotrijin 
kullanmakta olan hastalarda UGT 1A4 enzi-
minin P24T ve L48V tek nükleotid polimor-
fizmlerinin araştırılması amaçlanmıştır. Hem 
genetik polimorfizimin hem de sigara içiminin 
plazma lamotrijin konsantrasyonu üzerindeki 
etkisi araştırılmıştır. 

 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışmamıza epilepsi tedavisi nedeniyle 
lamotrijin kullanmakta olan hastalar dahil 
edilmiştir (n=131). Lamotrijinin metabolizma-
sında yer alan UGT 1A4 enziminin L48V ve 
P24T tek nükleotid polimorfizmleri araştırıl-
mış, polimorfik enzimlerin serum lamotrijin 
düzeyleri üzerindeki etkisi hastaların serum 
lamotrijin konsantrasyonları karşılaştırılarak 
değerlendirilmiştir. Hastalar kullandıkları 
epilepsi ilaçları açısından monoterapi ya da 
politerapi hastaları şeklinde gruplandırılmış, 
polimorfizmlerin etkisi sigara içen ve içme-
yen hastalarda ayrı olarak değerlendirilmiştir. 
Serum lamotrijin konsantrasyonları ‘Yüksek 
Performanslı Sıvı Kromatografisi’ ile ölçül-
müş, UGT1A4 enziminin P24T (UGT1A4*2) 
ve L48V (UGT1A4*3) polimorfizmleri ise 
‘Matriks Destekli Lazer Dezorpsiyon İyoni-
zasyonu Kütle Spektrometresi’ ile analiz 
edilmiştir. Bu araştırmada uygulanacak ça-
lışma protokolü için Marmara Üniversitesi 
Tıp Fakültesi Araştırma Etik Kurulundan 
onay alınmıştır (MAR-YÇ-2007-0159). Ça-
lışmaya katılan tüm gönüllü hastalar çalış-
maya başlamadan önce bilgilendirilmiş ve 
yazılı onayları alınmıştır. 

BULGULAR 

I. Genotip Gruplarının Dağılımı  
Hastalarda en sık görülen genotipin % 72,09 
oranı ile her iki polimorfizm açısından da 
normal alel taşıyan grup (UGT1A4

C/T 
ya da 

UGT1A4 
24Pro/48Lös

) olduğu saptanmıştır 
(Tablo 1). İkinci sıklıkta ise % 22,48 oranın-
da görülen P24T polimorfizmi açısından 
normal olup, L48V polimorfizmini heterozigot 
olarak taşıyan UGT1A4

C/GT 
grubu izlenmiştir. 

P24T polimorfizmi homozigot olarak hiçbir 
hasta tarafından taşınmadığı için UGT1A4

A/C
 

ve UGT1A4
A/T

 gruplarının sıklığı belirlene-
memiştir. 
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Tablo 1. UGT1A4*2 ve UGT1A4*3 genotip 
gruplarının sayı ve yüzdeleri gösterilmektedir. 
C: P24T normal alel, T: L48V normal alel, CA: 
P24T heterozigot mutant alel, GT: L48V hete-
rozigot mutant alel, A: P24T homozigot mutant 
alel, G: L48V homozigot mutant alel. 

Genotip Grupları n % 

UGT1A4 
C/T 

93 72,09 

UGT1A4 
C/G 

2 1,55 

UGT1A4 
C/GT 

29 22,48 

UGT1A4 
CA/GT 

2 1,55 

UGT1A4 
CA/T 

3 2,32 

UGT1A4 
A/T 

0 0 

UGT1A4 
A/G 

0 0 

 
2. Genotip Gruplarında Plazma Lamotrijin 
Konsantrasyonu 

Monoterapi hastalarında (n=35) UGT1A4*3 
aleli olan hastalarla yabanıl allelerin plazma 
lamotrijin konsantrasyonu sigara içen ve 
içmeyen hastalarda karşılaştırılmış ve sigara 
içmeyen yabanıl tip grubu ile her iki hetero-
zigot grubu arasında istatistiksel anlamlılık 
bulunmuştur (Şekil 1). Lamotrijin ile birlikte 
valproik asit ya da diğer antiepileptikleri kul-
lanan hastalarda polimorfik olan hastaların 
plazma lamotrijin düzeyleri ile yabanıl tip 
olan hastaların sonuçları arasında bir anlam-
lılık bulunmamıştır. Politerapi grubunda ge-
netik polimorfizm ya da sigara içiminin plaz-
ma lamotrijin konsantrasyonu üzerindeki 
etkisi değerlendirilmiştir (Şekil 2-5). 
 

 

Şekil 1. Monoterapi hastalarında genetik poli-
morfizm ve sigara içiminin plazma lamotrijin 
konsantrasyonu üzerindeki etkisi gösterilmek-
tedir. Sigara içmeyen yabanıl tip grubu ile her 
iki heterozigot grubu arasında istatistiksel an-
lamlılık bulunmuştur (Tek yönlü varyans analizi 
ve Dunnett testi, p< 0,01). 

 

Şekil 2. Valproik asitin lamotrijinin plazma 
konsantrasyonu üzerindeki etkisi sigara içen ve 
içmeyen hastalarda gösterilmektedir (Tek yön-
lü varyans analizi ve Tukey testi, p< 0,01) 
 
 
 
 

 

Şekil 3. L48V ve P24T polimorfizmlerinin 
plazma lamotrijin konsantrasyonu üzerindeki 
etkisi lamotrijin ile birlikte valproik asit kullanan 
ve günlük lamotrijin dozları 1-3 mg/kg olan 
hastalarda gösterilmiştir. Sigara içen ve L48V 
heterozigot olan 2 hastanın sonuçları dahil 
edilmemiştir. 
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Şekil 4. Sigara içiminin tek başına lamotrijin 
kullanan hastalar ile diğer antiepileptik olarak 
karbamazepin ya da fenobarbital kullanan 
hastalarda plazma lamotrijin düzeyi üzerine 
etkisi gösterilmektedir. 
 
 
 

Şekil 5. Lamotrijin ile birlikte diğer antiepileptik 
ilaçları kullanan hastalarda L48V polimorfizmi-
nin plazma lamotrijin konsantrasyonu üzerin-
deki etkisi gösterilmektedir. Yapılan Student’in 
t testi sonucu istatistiksel bir anlamlılık elde 
edilmemiştir. 
 
TARTIŞMA VE SONUÇ 
Çalışmamız ‘The relationship between 
UGT1A4 polymorphism and serum concent-
ration of lamotrigine in patients with epilepsy’ 
başlığı altında Epilepsy Research dergisinde 
[95(1-2):1-8, 2011] yayımlanmıştır.  
Çalışmamızda epilepsi nöbetlerinin proflak-
sisinde kullanımı giderek artış göstermekte 
olan lamotrijin ilacının metabolizmasının 
büyük bir bölümünden sorumlu olan 
UGT1A4 enziminin P24T ve L48V polimor-
fizmleri araştırılmış ve Türk toplumundaki 
sıklığı belirlenmiştir. UGT1A4*3 aleli hastala-
rımızın % 22,4’ünde heterozigot olarak, % 
1,5’inde homozigot olarak saptanırken, 

UGT1A4*2 aleli yalnızca heterozigot olarak 
% 3,8 oranında tespit edilmiştir. UGT1A4 
enziminde L48V polimorfizmi olan hastaların 
ortalama serum lamotrijin konsantrasyonu 
yabanıl olan hastalarınkinden istatistiksel 
olarak anlamlı derecede daha düşük olarak 
tespit edilmiştir. Sonuçlarımız sigara içme 
alışkanlığının hem monoterapi hem de poli-
terapi hastalarında plazma lamotrijin düzey-
leri üzerinde etkili olduğunu göstermektedir. 
Sigara içmeyen L48V heterozigot ya da siga-
ra içen L48V heterozigot monoretapi grubu 
ile sigara içmeyen yabanıl tiplerin plazma 
lamotrijin düzeylerinin karşılaştırması istatis-
tiksel olarak anlamlı bulunmuştur.  
Polimorfizm iki alt gruba ayrılmakta ve enzim 
aktivitesi yüksek olan kişilerden oluşan grup 
‘çok hızlı metabolizör’, enzim aktiviesi düşük 
olan grup ise ‘yavaş metabolizör’ olarak ta-
nımlanmaktadır. Birinci grupta istenmeyen 
etkiler daha az izlenirken ilacın etkisizliği 
gözlenebilmekte, ikinci grubu oluşturan bi-
reyler ise istenmeyen etkilere daha duyarlı 
olup, ilacın toksik etkileri daha sık olarak 
ortaya çıkabilmektedir (Yamazaki ve ark, 
2000). Bizim sonuçlarımız ile özellikle L48V 
polimorfizmi saptanan hastalarda izlenen 
düşük plazma lamotrijin konsantrasyonu, bu 
kişilerde enzim aktivitesinin ‘çok hızlı meta-
bolize edici grup’ arasında olabileceğini gös-
termektedir. Lamotrijinin glükuronidasyonu 
sonucunda primer olarak ortaya çıkan 2-N 
glükuronid metabolitinin ölçümünün yapıla-
mamış olması ve gruplardaki hasta sayıları-
nın az olması çalışmamızın en önemli kısıt-
lıklıklarıdır. Bu nedenle kısıtlayıcı faktörler 
göz önüne alınarak standardizasyonu sağ-
lanmış daha büyük popülasyonlu çalışmalar 
planlanmalıdır.  
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Deneysel İnflamatuar Ağrı Modelinde Sistemik ve Lokal Adipoz Kökenli Mezenkimal Kök 
Hücre Uygulamasının Anti-inflamatuar ve Anti-nosiseptif Etkileri  
 
Akif Hakan KURT 
Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi Tıp Fakültesi 
 
GİRİŞ VE AMAÇ 

Mezenkimal kök hücreleri (MKH) kullanılarak 
yapılan hücresel tedaviler umut verici sonuç-
lar ortaya koymuş ve hayvan modellerinde 
MKH’nin yararlı etkileri araştırmacıları cesa-
retlendirmiştir (Uccelli ve ark., 2008; Prockop 
ve ark., 2012).  

Deney hayvanlarında oluşturulan hastalık 
modelleri, potansiyel terapötik etkileri değer-
lendirmek için önem fırsatlar sağlamaktadır. 
Sıçanların arka pençelerine Karragenan 
(KG) enjeksiyonuyla oluşturulan inflamasyon 
modeli, periferal inflamatuar süreçleri değer-
lendirmede standart bir test olarak kullanıl-
maktadır (Barrot, 2012). Bu model, anti-
inflamatuar potansiyeli olan ajanların etkile-
rinin araştırılması için çok tercih edilmekte-
dir. Hiperaljezi, allodini ve ödem, KG ile in-
düklenen inflamatuar modelin iyi bilinen özel-
likleridir (Winter ve ark., 1962; Chou, 2003; 
Atul ve ark., 2010). 

İnflamatuar kaskadın aktivasyonu, interlökin 
(IL)-1β, IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin 
ve  IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin 
salınması aracılığı ile meydana gelmektedir 
(Hopkins, 2003; Zhang ve ark., 2007). Bu 
sitokinler inflamatuar yanıtlarda en önemli 
moleküllerdir ve inflamatuar reaksiyon sıra-
sında sitokin düzeylerinde dramatik değiş-
meler meydana gelmektedir (Cunha ve ark., 
2003; Verri ve ark., 2006; Stein ve ark., 
2009). 

IL-1β, monositler ve makrofajlar tarafından 
üretildiği ve ağrı duyarlılığını modüle ettiği 
oldukça iyi bilinmektedir (Dinarello, 2000). 
Daha önce yapılan çalışmalar, IL-1β uygu-
lamasının hiperaljezi oluşturduğu (Cunha ve 
ark., 2003; Stein ve ark., 2009), ayrıca diğer 
pro-inflamatuar sitokin IL-6' nın immunoregu-
latör sitokinleri aktive edebileceğini göster-
mektedir (Dray, 1995; Mullington ve ark., 
2001). Anti-inflamatuvar sitokin IL-10 aktive 
edilmiş makrofajlar ve monositler tarafından 
üretilmekte ve IL-1β ve IL-6 gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin sentezini inhibe 
etme özelliğine sahiptir (Poole ve ark., 1995; 
Moore ve ark., 2001; Sabat ve ark., 2010). 

Daha önce yapılan çalışmalarda inflamatuar 
ve yaralanma hayvan modellerinde mezen-

kimal kök hücrenin (MKH), ımmunosupresif 
ve anti-inflamatuar etkileri gösterilmiştir (Shi  
ve ark., 2012; Siegel ve ark., 2009). Preklinik 
deney hayvan çalışmalarında ve çok sayıda 
klinik çalışmada MKH'lerin inflamatuar süreç 
de değişikliğe neden olabileceği gösterilmiş-
tir (Meirelles ve ark., 2009; Singer ve ark., 
2011). Bu nedenle, MKH, inflamatuar hasta-
lıkların hücre tabanlı tedavileri için çok uygun 
görülmektedir. MKH'ler, terapötik etkisinden 
sorumlu olan tropik faktörler ve anti-
apoptotik moleküller gibi biyolojik olarak aktif 
molekülleri salgılayabilirler (Caplan ve ark., 
2006). Çeşitli çalışmalar, MKH’in en önemli 
özelliği olan, inflamatuar bölgelerine gitmesi-
ni sağlamak için sitokin reseptörlerinin eksp-
resyonları olduğunu öne sürmektedir (Ren 
ve ark., 2008; Soleymaninejadian ve 
ark.,2012). 

Yağ dokusu son zamanlarda MKH için uy-
gun bir kaynak olarak tespit edilmiştir. Yağ 
dokusundan elde edilen mezenkimal kök 
hücrelerin (AKMKH), kemik iliğinden elde 
edilen MKH ile farklılaşma potansiyelleri ve 
immunosupresif kapasitelerinin benzer oldu-
ğu gösterilmiştir (Strem ve ark., 2005; Si ve 
ark., 2011). 

Umut verici MKH tedavileri ile ilişkili çalışma-
larından dolayı, lokal veya sistemik AKMKH 
uygulanması, inflamatuar ağrıda önemli bir 
azalma gösterebileceği bu çalışmanın hipo-
tezi olmuştur. Çalışmamızda, sıçanlarda KG-
indüklenen inflamatuar modelinde, lokal (int-
raplantar) ve sistemik (intraperitoneal) 
AKMKH uygulamalarının, hiperaljezi, allodini 
gibi nosiseptif parametreler, ödem, NO ve 
çeşitli sitokin düzeyler (IL–1β, IL–6 ve IL–10) 
üzerindeki etkileri araştırıldı. 

 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışmalarımızda, Kahramanmaraş Sütçü 
İmam Üniversitesi Deneysel Araştırma ve 
Uygulama Merkezi tarafından üretilen 10-12 
haftalık, 270-300 g ağırlıkları arasında olan 
Wistar türü erkek sıçanlar kullanıldı. Sıçanlar 
standart kafeslerde serbestçe beslendi, ge-
ce-gündüz ritmi, ortam 12 saat aydınlık ve 
12 saat karanlık olacak şekilde aydınlatıldı 
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ve ortam sıcaklığı 22-24°C, rölatif nemi 40-
60 % olacak şekilde tutuldu. 

Araştırma süresince yapılması planlanan 
tüm uygulamalar Kahramanmaraş Sütçü 
İmam Üniversitesi Deney Hayvanları Etik 
Kurulu tarafından onaylanmıştır. Çalışmalar, 
Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi 
Hayvan Kullanımı ve Bakımı Komitesi tara-
fından deklare edilen kurallara ve Internatio-
nal Association for the Study of Pain (AISP) 
uygun olarak yürütüldü (Zimmermann, 
1983). 

Deneysel İnflamasyon Modelinin Oluştu-
rulması  

İnflamasyon, bu amaç için oldukça sık kulla-
nılan Karragenan (KG, Sigma) ile meydana 
getirildi. KG ile oluşturulan inflamasyon, ter-
mal hiperaljezi, mekanik allodini ve ödem 
aktivitesi üzerine ilaçların etkisini araştırmak 
için en sık kullanılan yöntemdir. KG-
inflamatuar modeli serum fizyolojik içerisinde 
çözülen KG’in (2 mg/100 µl) intraplantar 
olarak sıçanların sol ayak tabanlarına uygu-
lanması ile oluşturuldu. Kontrol grubu sıçan-
larda ise sadece aynı hacimde serum fizyo-
lojik uygulaması yapıldı.  

Adipoz Kökenli  Mezenkimal Kök Hücrele-
rin (AKMKH) Elde Edilmesi  

Adipoz Kökenli  Mezenkimal Kök Hücreleri 
(AKMKH) elde etmek için 10-12 haftalık, 
270-300 g ağırlıkları arasında olan Wistar 
türü erkek sıçan kullanıldı. Ketamin hidroklo-
rür (75mg/kg İM) ve ksilazin hidroklorür 
(10mg/kg İM) anestezi sonrası kasık yağ 
dokusu (3–5 cm

3
) alındı. Yağ dokusu Penisi-

lin-Streptomisin içeren fosfat tampon çözelti-
si (PBS, Sigma) ile yıkandıktan sonra küçük 
parçalara ayrıldı ve 5 ml Tip 1 kollejenaz 
(1mg/ml, Sıgma) ile 37°C'de 1 saat enzima-
tik ayrışma sonrasında üzerine 20-30 ml 1 % 
Penisilin-Streptomisin (PS, Sigma), 1 % L-
glutamin (Sigma) ve 10 % Fetal Bovine Se-
rum (FBS, Gibco) ile desteklenmiş Low Glu-
cose Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
(L-DMEM, Gibco) içeren medium eklendi. 10 
dk 1500 rpm’de santifrüj edildi ve süperna-
tant kısmı atıldıktan sonra hücre pelleti üze-
rine 15-20  ml medium eklendi ve 10 dk 
1200 rpm’de santifrüj edildi ve süpernatant 
kısmı atıldıktan sonra AKMKH pelleti üzerine 
12 ml medium eklenerek 75 cm

2
’lik flask 

içinde 5% CO2 içeren 37ºC’lik etüvde inkübe 
edildi. AKMKH kültürleri 3. pasajlarını taki-
ben kullanıldı.  

Flow Sitometrik Metod ile Mezenkimal 
Kök Hücre İmmünofenotiplemesi  

AKMKH kültürlerinin 3. pasajını takiben hüc-
relerin immunofenotiplemesi Acıbadem Lab-
cell  Laboratuvarında yaptırıldı. Akış sitomet-
ri analizi için FACSCalibur (FACSCalibur BD 
Biosciences, San Jose, CA) cihazı kullanıldı. 
İmmünofenotiplemede kullanılan antikorlar-
dan CD34, CD45 ve HLA-DR negatif CD73, 
CD90 ve CD105 monoklonal antikorları ise 
pozitif belirteç olarak kullanıldı (BD Bioscien-
ces).  

Deneysel Prosedür ve Hücre Uygulaması 

Bütün deneyler 22-24 
o
C oda sıcaklığında, 

sessiz ortamda, saat 09:00-15:00 saatleri 
arasında gerçekleştirildi. Sıçanlar, deney 
yapılmadan 5 gün öncesinden, deneyin ya-
pıldığı ortama getirildi ve ortama oryantas-
yonu sağlandı. Aynı şekilde, sıçanların de-
ney düzeneklerine alışmalarını sağlamak 
için, sıçanlar deney yapılmadan önce en az 
üç defa ve her seferinde 30 dakika olacak 
şekilde test cihazlarında herhangi bir uygu-
lama yapılmadan bekletildi. 

Test gününde sıçanlar, işlem odasına getiril-
di ve 20 dakika boyunca ortama alışmaları 
sağlandı. Sıçanlara intraperitoneal veya int-
raplantar uygulama grubu bağlı olarak hazır-
lanan AKMKH veya çözücü enjeksiyonu 
yapıldı. Bu işlemler için anestezi gerekli de-
ğildi. KG veya serum fizyolojik (SF) enjeksi-
yonundan 60 dakika sonra AKMKH ve me-
dium enjekte edildi ve 30 dakika sonra, du-
yarlık testleri yapıldı. Intraperitonal uygulama 
için 2 mL (2 x 10

6 
hücre) ve intraplantar en-

jeksiyon için 0.1 mL (2 x 10
5
 hücre) hacim 

içinde AKMKH uygulandı. Taşıyıcı kontrol 
grubu için, medium intraperitonal ve intrap-
lantar olarak enjekte edildi. 

Deney Grupları 

Deneysel gruplar aynı deney parametreleri 
ölçerek yapılan birkaç pilot çalışmalar sonra-
sında belirlendi. Bu çalışmada iki deneysel 
faktörler vardı: KG-indüklenen inflamasyon 
(SF veya KG) ve MKH (medium veya 
AKMKH). Deneysel gruplar aşağıdaki gibi 
dizayn edildi. Hayvanlar (60 sıçan) on gruba 
ayrıldı. Bunlar; karregenin (KG), intraperito-
nal ve intraplantar AKMKH (IP-AKMKH-KG 
veya Ipl-AKMKH-KG), intraperitonal ve int-
raplantar KG ve medium (IP-MED-KG veya 
Ipl- MED-KG), Serum fizyolojik (SF), intrape-
ritonal ve intraplantar SF ve AKMKH (IP-
AKMKH-SF,Ipl-AKMKH-SF), intraperitonal 
ve intraplantar medium ve SF (IP-medium-
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SF,Ipl-medium-SF) dir. Her bir deney grubu 
kodlanarak, çalışmalar yapıldı ve deneyler 
sonunda kodlar açılarak istatistiksel analizler 
tamamlandı. 

Termal Hiperaljezinin Değerlendirilmesi 

Termal hiperaljezi, radyan sıcaklık kayna-
ğından sıçanın pençesini geri çekme latansı 
ölçülerek değerlendirildi (Plantar Test). Bu 
test yönteminde, herhangi bir kısıtlama ol-
madan serbestçe hareket edebilen sıçanla-
rın arka pençelerine uygulandı, deride her-
hangi bir hasar oluşturmadan ağrı hissi oluş-
turan, termal bir uyarı sonrasında hayvanın 
verdiği bir refleks yanıt olan pençesini uya-
randan geri çekme süresi (termal latans) 
ölçüldü. 

Termal hiperaljezinin varlığı, 30
o
C ye ayar-

lanmış ve sabitlenmiş pürüzsüz cam zemin 
üzerine plastik bölmeler (10x20x24cm) konu-
larak oluşturulmuş termal uyarı sisteminde, 
hayvanın ayağını geri çekme latansı ölçüle-
rek belirlendi. 

Cam tabakanın altında bulunan hareketli 
tutucudaki radyan ısı kaynağı (8V-50W halo-
jen ampul), hayvanın arka pençesinin plantar 
bölgesinin orta kısmına termal uyarıyı ver-
mek üzere yerleştirdi. Sıçan ağrıyı hissedip 
ayağını çektiğinde, bir fotosel yansıyan ışık 
demetindeki kesintiyi dedekte ederek I.R. 
jeneratörün otomatik olarak kapanmasını ve 
zaman sayacının durdurarak gecikme za-
manı (latans) belirlenmesini sağlandı. Bu 
yöntemde, gecikme zamanı 0,1 s kesinlikte 
ölçülebilmektedir. Hayvana fazla acı çektir-
memek için eğer hayvan ayağını 25 s’de 
(cut-off latansı, CL) çekmemişse ısı kaynağı 
otomatik olarak duracak şekilde ayarlandı.  

Mekanik Allodinin Değerlendirilmesi 

Mekanik allodini testi sıçanın pençesine ya-
pılacak dokunmaya hayvanın duyarlılığının 
belirlenmesi için yapılacaktır. Kullanılacak 
olan dynamic plantar aesthesiometer klasik 
von frey sisteminin otomatize edilerek gelişti-
rilmiş halidir.  

Bu sistemde sıçanlar gözenekli temiz metal 
bir zemin üzerinde tutundu. Paslanmaz çelik-
ten 0,5 mm kalınlığındaki filamentle kuvvet 
uygulaması yapıldı. Uygulanan bu mekanik 
kuvvet sağlıklı sıçanlarda herhangi bir ağrılı 
durum oluşturmamakta, dokunma duyusuna 
neden olmaktadır. Sıçan pençesini mekanik 
uyarandan çektiğinde, uyarım otomatik ola-
rak durdu ve kuvvet kaydedildi. Bu geri çek-
me yanıtları (mekanik eşik-threshold) en az 

10 saniyelik aralıklarla ve 3 defa tekrarlana-
rak ortalaması alındı. 

Lokal (İntraplantar) Uygulamalar 

Deneylerde AKMKH' uygulaması intraplantar 
enjeksiyon ile sıçanların sol arka pençelerine 
verildi. Test ajanlarının kontrol çalışmaların-
da ise test ajanı yerine eşit miktarda serum 
fizyolojik enjekte edildi. 

Ödem Aktivitesinin Değerlendirilmesi 

Sıçanların pençesine uygulanan KG sonrası 
yoğun ödem meydana geldi. Sıçanın pençe-
sinin (bileğinden kesilerek) kütlesi ölçüldü ve 
AKMKH anti-ödem etkileri belirlendi. 

Biyokimyasal Analizler 

Testlerinin ardından yüksek doz anestetik 
uygulanarak öldürülen sıçanların pençelerin-
den alınan örnekler analiz edidi. Alınan ör-
nekler -80 derecede çalışma gününe kadar 
saklandı. Örneklerde, IL-1β, IL-6 ve IL-10 ve 
NO spesifik kitler kullanılarak ölçüldü (sito-
kin: eBioscience ve NO: Cayman). 

Deneysel İşleyiş, İstatistiksel Analiz ve 
Değerlendirme 

Deneylerde sıçanlarda uygulamanın yapıl-
madığı sağ pençeden alınacak kayıtlar sol 
tarafa uygulanacak ajanların sistemik bir 
etkisinin olup olmadığını değerlendirmek için 
kullanıldı. İlaç uygulama öncesinde alınacak 
veriler ilaç etkinliğini belirlemek amacıyla 
kontrol verileri olarak değerlendirildi. Ayrıca, 
ilaçlarla aynı hacimde (100 µl) uygulanacak 
olan serum fizyolojik enjeksiyonu sonrasında 
alınan veriler pseudo ilaç uygulamanın etki-
sini değerlendirmek ve uygulanan ilacın ha-
cimden bağımsız etkinliğini değerlendirmek 
için kullanıldı. 

Çalışmamızda sonuçlar (n=6) ortalama ± SD 
(standart sapma) olarak ifade edildi. Bir de-
ğişkenli ve çoklu grupların istatistiksel anali-
zinde one way ANOVA, iki değişkenli ve 
çoklu grupların karşılaştırılmasında two way 
ANOVA, çoklu karşılaştırmalar için ise post-
Hoc testleri kullanıldı. 
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BULGULAR 

Flowsitometri analizinin sonuçları, bu hücre-
lerin CD73 (96.7), CD90 (97.9), CD105 
(99.8) için pozitif, CD34 (1.1) , CD45 (1.1) ve 
HLA- DR (1.1) için ise negatif olduğunu gös-
termiştir. 

Enjeksiyondan önce, deney grupların latans 
ya da eşik değerleri arasında istatistiksel 
olarak anlamlı bir fark bulunamadı. Ipl saline 
enjeksiyon (KG için kontrol), latans ya da 
eşiklerde herhangi bir belirgin değişikliğe 
neden olmadı. Ipl salin enjekte edilen sıçan-
lara AKMKH'nin Ipl veya IP uygulamasının 
bu parametrelerde önemli bir değişime se-
bep olmadı. (veriler gösterilmemiştir). KG 
uygulamasından 5 ve 24 saat sonra latans 
değeri azaldı (9.6 ± 0.2 s den 3.1 ± 0.3 s ve 
5.2 ± 0.4 s P < 0.05) (Şekil 1). Ayrıca KG 
uygulamasından 5 ve 24 saat sonra mekanik 
eşik de azaldı (34.8 ± 0.3 g den 16.1 ± 0.8 g 
ve 24.3 ± 0.9 g P < 0.05) (Şekil 2). Bu so-
nuçlar, KG-enjekte edilmiş hayvanlarda salin 
uygulanmış sıçanlara göre latans ve eşik 
değerlerinin çok daha düşük olduğunu gös-
terdi. Bu veriler, KG uygulanmış sıçanlarda 
mekanik allodini ve termal hiperaljezinin 
geliştiğinin göstergesidir. Sıçanlarda optimal 
hiperaljezi ve allodini KG enjeksiyonundan 5 
saat sonra meydana geldi. (Şekil 1 ve 2). 

 
 
 

 
Şekil 1. Intraplantar (IPL) veya Intraperitoneal 
(IP) adipoz kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin 
(AKMKH) ya da mediumun, uygulama yoluna 
ve zamana bağlı termal latans üzerine etkileri. 
(*P<0.05 medium göre anlamlı, n=6).  
. 
 
 

 
Şekil 2. Intraplantar (IPL) veya Intraperitoneal 
(IP) adipoz kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin 
(AKMKH) ya da mediumun uygulama yoluna 
ve zamana bağlı mekanik eşik üzerine etkileri. 
(*P<0.05 medium göre anlamlı, n=6).  
.  
KG ile Uyarılan Hiperaljezi Üzerine Lokal 
ya da Sistemik Olarak Uygulanan AKMK-
H'nin Etkileri 
Termal hiperaljezinin saptanması için, bütün 
sıçanların KG uygulanmasından önce ve 
sonra ağrılı termal uyarılmaya davranışsal 
tepkileri incelenmiştir. KG enjeksiyonundan 
sonra, tüm sıçanlar inflamatuar hiperaljezi 
sergiledi (Şekil 1). Kontrol (Salin muamele 
edilmiş) ve KG uygulaması öncesi sıçanlar, 
inflamasyonlu sıçanlarla karşılaştırıldığında, 
inflamasyonlu sıçanların latansı çok (p<0.05) 
düşüktü (Şekil 1). AKMKH'nin ya da mediu-
mun uygulama yoluna ve zamana bağlı ter-
mal latans üzerine etkileri Şekil 1 'de göste-
rilmiştir. Medium değil ancak, hem IP hemde 
Ipl-AKMKH uygulaması, zamana bağlı bir 
şekilde termal latansı anlamlı derecede art-
tırmıştır           (p<0.05). Ipl-AKMKH'nin za-
man bağımlı anti-hiperaljezik etkileri IP-
AKMKH'den anlamlı olarak daha yüksek 
bulundu. 
KG ile Uyarılan Allodini Üzerine Lokal ya 
da Sistemik Olarak Uygulanan AKMK-
H'nin Etkileri 
KG enjeksiyonundan sonra, sıçanların arka 
pençeleri, ağrılı olmayan mekanik uyarıya 
karşı duyarlı hale geldi. KG enjekte edilen 
sıçanlar, KG muamelesinden önce ilk eşiğin 
aksine daha düşük bir mekanik eşik değeri-
ne sahipti. Buda mekanik allodinin geliştiğini 
göstermektedir.       (P< 0.05)(Şekil 2). 
AKMKH'nin ya da mediumun uygulama yo-
luna ve zamana bağlı mekanik eşik üzerine 
etkileri Şekil 2 'de gösterilmiştir. Medium 
uygulaması eşikleri önemli ölçüde değiştir-
medi. Ancak, AKMKH uygulaması, mekanik 
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eşikte önemli artışlara neden oldu. Ipl-
AKMKH uygulamasının, IP-AKMKH uygula-
masından daha belirgin bir anti-allodinik 
etkisi bulunmaktadır. Ayrıca, Ipl-AKMKH 
zamana bağlı anti-allodinik etkileri de IP-
AKMKH'den anlamlı olarak daha yüksek 
bulundu. 
AKMKH Uygulaması Sonrası İnflamas-
yonlu Sıçanlarda Sitokin ve NO Düzeyle-
rindeki Değişiklikler 
Şekil 3'te gösterildiği gibi, KG enjeksiyonun-
dan sonra, 5 (erken faz) ve 24 saat (geç faz) 
sonra inflamasyonlu pençede, IL-1β ve IL-6 
pro-inflamatuar sitokinler ve IL-10 anti-
inflamatuar sitokin seviyelerinde önemli bir 

artış meydana geldi (p<0.05). İnflamasyonlu 
pençelerde, AKMKH uygulanması IL-1β 
(Şekil 3a) ve IL-6 (Şekil 3b) düzeyinde KG 
ye bağlı artışı baskıladı. İnflamasyonlu pen-
çelerde AKMKH verilmesi erken ve geç faz-
da IL-10'u (Şekil 3c) artırdığı görüldü 
(p<0.05). NO seviyesi (Şekil 3d) KG enjeksi-
yondan 5 saat sonra anlamlı olarak arttı ve 
24 saat sonra daha da attığı bulundu. İnfla-
masyonlu pençelerde AKMKH verilmesi her 
iki fazda NO düzeyini azalttı. Ipl-AKMKH 
uygulamasının IP-AKMKH'den daha çok 
biyokimyasal parametreler üzerine belirgin 
etkileri vardır. 

 
a                                                                               b                    

                    
 
c                                                                                     d 

                        
 
Şekil 3. İnflamasyonlu pençede Intraplantar (IPL) veya Intraperitoneal (IP) adipoz kaynaklı mezenkimal 

kök hücrelerin (AKMKH) uygulama yoluna ve zamana bağlı, IL-1β ve IL-6 pro-inflamatuar sitokinler ve IL-
10 anti-inflamatuar sitokin ve NO düzeyleri üzerine etkileri. (*P<0.05 Karragenin (KG) göre anlamlı, n=6). 
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KG ile İndüklenen Pençe Ödeminin Gelişmesinde ADMSC Tedavisinin Etkileri 
Sıçanlara intraplantar KG enjeksiyonu pençe ödemini indükledi (Şekil 4). KG uygulanan grup ile 
salin uygulanan grup enjeksiyonlardan 5 ve 24 saat sonra karşılaştırıldığında pençe kütlesi yakla-
şık 47.3 % ve 35.6 % oranında arttı (P< 0.05). Pençeye doğrudan enjekte edilmiş AKMKH uygu-
lanması ödem gelişimini önemli ölçüde bastırdı  (erken fazda 33.5 % ve geç fazda 25.1 %). IP-
AKMKH'nin baskılayıcı etkisi Ipl-AKMKH'ninkinden daha düşüktü (Şekil 4). 
 

 
 
Şekil 4. İnflamasyonlu pençede Intraplantar (IPL) veya Intraperitoneal (IP) adipoz kaynaklı mezen-
kimal kök hücrelerin (AKMKH) uygulama yoluna ve zamana bağlı, pençe ödemini üzerine etkileri. 
(*P<0.05 Karragenin (KG) göre anlamlı, n=6). 
 

TARTIŞMA VE SONUÇ 
Önceki çalışmalarda, mezenkimal kök hücre 
(MKH) tedavisinin yararlı etkileri olduğu ra-
por edilmektedir (Shi ve ark., 2012; Singer 
ve ark., 2011; Caplan ve ark., 2006). Bunun-
la birlikte, mezenkimal kök hücrenin, inflama-
tuar hastalıklarda anti-inflamatuar özellikleri 
ve etki mekanizmalarına açığa çıkarmaya 
yönelik çalışmalar devam etmektedir. 
Bu çalışma, lokal AKMKH uygulamasının 
allodini, hiperaljezi gibi inflamatuar ağrı gös-
tergelerini, ödem ve inflamatuar markırların 
gelişimini, hem erken hem de geç dönemde 
intraperitoneal AKMKH uygulamasından 
daha fazla azalttığını göstermektedir.  
KG ile oluşturulan inflamasyon modelinde, 
çeşitli inflamatuar mediatörler görev alır ve 
ortaya çıkan hiperaljezi ve allodini gibi infla-
matuar nosiseptif belirtilere ait bilgiler primer 
afferent sinir lifleri ile taşınırlar. Bu bilgilerin 
taşınmasında farklı sinir lifleri katkıda bulu-
nur (Barrot, 2012). Dinamik plantar aesthe-
siometer kullanılarak değerlendirilen meka-
nik allodinide, A-beta sinir lifleri ve C sinir 
lifleri görev alır (Zhang ve ark., 2007; Mert ve 
ark., 2014). Termal hiperaljezide, termal 
plantar test sistemi kullanılmakta ve ağrı, 
sıcaklık algılamaları için C ve A-delta sinir 
lifleri bilgiyi taşır (Zhang ve ark., 2007; Mert 
ve ark., 2014; Woolf ve ark., 2000). AKMKH 
uygulamaları, KG-enjekte edilmiş sıçanlarda 
termal latansı ve mekanik eşiği önemli dere-

cede artırdı. Bu etki AKMKH uygulamasının 
inflamatuar nosisepsiyonu baskılayabilece-
ğini, hiperaljezi ve allodini oluşumunu engel-
leyebileceğini göstermektedir. 
Ayrıca, AKMKH uygulaması pençe kütlesin-
de artışı önemli ölçüde azalttı. Bu sonuç, 
AKMKH'lerin anti-ödem potansiyeline sahip 
olduğunu göstermektedir. Önceki çalışma-
larda, pençede KG enjeksiyonu ile ödem 
gelişimi indüklenmesi rapor edilmektedir. Bu 
ödem, damar geçirgenliğini artıran çeşitli 
inflamatuar mediatorler ve kan akımını arttı-
ran mediatorler arasında bir sinerjiden kay-
naklanabilir (Barrot, 2012; Winter ve ark., 
1962; Chou, 2003).  
Pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinle-
rin ekspresyonu, inflamatuar nosisepsiyonun 
gelişimi ile yakından ilişkili olduğu ileri sü-
rülmektedir ve mekanik allodini ve termal 
hiperaljeziyi modüle edebilirler (Zhang ve 
ark., 2007; Stein ve ark., 2009). KG ile olu-
şan inflamasyon modelinde, davranışsal 
belirtiler ve ödem gelişimi inflamatuar kaska-
dın aktivasyonuna bağlıdır (Cunha ve ark., 
2003; Loram ve ark., 2007). Pro ve anti-
inflamatuar sitokinlerin salınması buna aracı-
lık eder [Hopkins, 2003; Mullington ve ark., 
2001). KG uygulamasından sonra hem pro-
inflamatuar ve anti-inflamatuvar moleküller 
önemli ölçüde arttı. KG enjekte edilmiş pen-
çelerde AKMKH uygulaması proinflamatuar 
sitokin IL-1β ve IL-6 oluşumu azalttı ancak 
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IL-10 üretimi arttırdı. AKMKH, proinflama-
tuar/anti-inflamatuar sitokin oranında azal-
maya neden oldu. Bu, AKMKH'nin anti-
inflamatuar ve anti-nosiseptif etkilerini ortaya 
koymaktadır. Monositler ve makrofajlar tara-
fından üretilen IL-10, güçlü bir anti-
inflamatuar sitokindir ve makrofaj aktivasyo-
nu başlayan proinflamatuar sitokinlerin sen-
tezlerini inhibe eder (Moore ve ark., 2001). 
Buna ek olarak, IL-10’un, akut ve kronik inf-
lamatuar hastalıklarda tedavi edici potansi-
yele sahip olabileceği bildirilmiştir (Poole ve 
ark., 1995; Sabat ve ark., 2010). Bu nedenle, 
AKMKH uygulaması IL-10 üretimine bağımlı 
bir mekanizma ile IL-1β ve IL-6 pro-
inflamatuar sitokinlerin üretimini azaltarak, 
anti-inflamatuar etkilere neden olabilir. 
Pek çok çalışmada, nitrik oksitin (NO) vaskü-
ler permabilite artışı, vazodilatasyon, hiperal-
jezi ve allodini gibi inflamasyon belirtilerinin 
gelişmesini düzenlediği bildirilmiştir (Salve-
mini ve ark., 1996; Luo ve ark., 2000; Guzik 
ve ark., 2003). Lokal AKMKH uygulamaları 
her iki fazda önemli ölçüde yüksek olan NO 
düzeylerini azalttı. Bu bulgular, KG ile indük-
lenen NO’in aşırı üretimi üzerinde AKMKH 
baskılayıcı etkisi, pro-inflamatuar sitokinlerin 
azalması veya anti-inflamatuar sitokinlerin 
artışı ile oluşabilir. 
Bu çalışmada, KG ile indüklenen inflamas-
yonda AKMKH'lerin etkinliğinin uygulama 
şekline bağlı olup olmadığı test edilmiştir. Bu 
nedenle, davranışsal ve biyokimyasal para-
metreler üzerine sistemik (intraperitoneal, 
2x10

6
) veya lokal (intraplantar, 2x10

5
) olarak 

AKMKH uygulamasının etkileri incelenmiştir. 
KG ile indüklenen inflamatuvar cevapları 
intraperitoneal yoldan uygulamayla karşılaş-
tırıldığında, lokal olarak AKMKH uygulama-
sının daha etkili bir şekilde baskıladığı göste-
rildi. Bu, AKMKH'nin terapötik potansiyelinin, 
uygulama yoluna bağlı olarak değişebilece-
ğini gösterebilir. Lokal AKMKH uygulaması, 
KG-inflamasyon modelinde, anti-nosiseptif 
veya anti-inflamatuar bir farmakojik ajan gibi 
etki gösterebilir (Chou, 2003; Mert ve ark., 
2014). AKMKH'nin terapötik etkileri, AKMK-
H'nin inflamasyonlu bölgedeki salınan birçok 
biyoaktif molekülleri düzenleyici etkisine 
bağlı olabilir (Caplan ve ark., 2006). 
Özet olarak, sıçanlarda KG ile indüklenen 
inflamatuar nosisepsiyona, proinflamatuar ve 
anti-inflamatuar sitokinler ve aşırı üretilen 
NO aracılık eder. AKMKH uygulaması infla-
masyon bölgesinde pro-inflamatuar sitokinle-
ri ve NO üretimini azaltarak ve anti-
inflamatuar sitokin üretimini arttırarak infla-

matuar-aracılı davranışsal yanıt oluşumunu 
bastırabilmektedir. AKMKH’lerin terapötik 
etkinliği uygulama yollarına bağlıdır. İnfla-
masyonlu bölgede sistemik uygulamanın 
sınırlı emilim/dağılımından dolayı AKMKH'le-
rin lokal uygulaması net bir etki oluşturabilir. 
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Hidrojen Sülfür ve Retinal Arter Üzerine Etkisi 
 
Selçuk TAKIR 
Giresun Üniversitesi Tıp Fakültesi 
 
GİRİŞ VE AMAÇ 

Hidrojen sülfür’ün (H2S) son yıllarda yapılan 
çok sayıda araştırmalarla birlikte memlilerde 
endojen olarak,  çoğunlukla piridoksal-5’-
fosfat (PLP) bağımlı iki enzim sistatyonin 
beta sentaz (CBS) veya sistatyonin-gamma 
liyaz (CSE) ile L-sistein ve/veya homosiste-
inden sentezlendiği ve çeşitli önemli fizyolo-
jik etkileri gösterdiği ortaya konmuştur (Ga-
dalla ve Snyder, 2010; Liu vd., 2012). H2S’in 
α-ketoglutarat bağımlı enzimler olan sistein 
amino transferaz (CAT) ve 3-merkapto sülfür 
transferaz (3-MST) aracılığı veya non-
enzimatik yolla inorganik polisülfitlerin yıkı-
mıyla sentezlendiği de bildirilmiştir (Shibuya 
vd., 2009). Yakın zamanda H2S’in sentez-
lenmesinde yeni bir yolun daha olduğu orta-
ya konulmuş olup D-sisteinden 3-MST aracı-
lığıyla D-aminoasit oksidaz (DAO) enzimi 
varlığında da H2S’in üretildiği de gösterilmiş-
tir (Kimura, 2013). Bu enzimlerden CAT ve 
3-MST hem mitokondri hem de sitozolde, 
CSE ve CBS ise sadece sitozolde bulun-
maktadır. H2S türe ve organa bağlı olarak 
mitokondri veya sitozolde sentezlemektedir 
(Kamoun, 2004). CBS enzimi büyük miktar-
larda beyinde bulunurken; CSE ise daha çok 
periferal dokular, özellikle karaciğer, böbrek 
ve kan damarlarında bulunmaktadır (Li vd.,  
2006). CAT ve 3-MST’nin aorta ve beyinde 
bulunduğu ve damar endoteli ile beyin nö-
ronlarında H2S üretimini sağladığı bildirilmiş-
tir (Shibuya vd., 2009). Bazı organlar bu 
enzimlerden başlıca birini eksprese ederken 
(örn. kalpte CSE), bazı organ ve dokularda 
ise birden fazla sayıda H2S sentezleyen en-
zim bulunmaktadır (örn. karaciğer). 

H2S’in canlılarda çok sayıda fizyolojik olayda 
çeşitli etki gösterdiği bilinmektedir. H2S’in 
etki mekanizması damar yatağı türüne ve 
deney koşullarına göre çeşitlilik göstermek-
tedir (Li vd., 2006). Kardiyovasküler sistem-
de; in vivo olarak uygulanan H2S, KATP ka-
nalları aracılığı ile kan basıncında düşmeye 
neden olmaktadır (Zhao vd.,  2001). İnsan 
internal meme arterinde (internal mammarial 
artery, IMA) yapılan bir çalışmada, IMA’da 
CSE mRNA’sı ve CSE proteinlerinin bulun-
duğu; fenilefrin ile prekontrakte edilmiş 
IMA’ların üzerine NaHS uygulanmasının 
düşük konsantrasyonlarında ilave kasılma 

yanıtına, yüksek konsantrasyonlarında ise 
gevşeme yanıtına neden olduğu ve bu yanı-
tın KATP kanal blokörü glibenklamid varlığın-
da kısmen bloke olduğu bildirilmiştir (Webb 
vd., 2008). Yapılan bir başka çalışmada ise 
fenilefrin ile prekontrakte sıçan aortalarına 
NaHS uygulanmasının düşük konsantras-
yonlarında ilave kasılma yanıtına, 100 µm ve 
daha yüksek konsantrasyonlarında ise gev-
şeme yanıtına neden olduğu gösterilmiştir 
(Ali vd.,  2006). 

Hidrojen sülfürün gözde üretimi ve fonsiyo-
nel rolü ile ilgili kısıtlı sayıda çalışma bulun-
maktadır. Memelilerde CBS’in konjonktiva, 
kornea, iris ve retina da yoğun olarak bulun-
duğu (Persa vd., 2006; Pong vd., 2007) 
H2S’in de sığırların oküler dokularında özel-
likle de retinada ve korneada yüksek düzey-
de endojen olarak üretildiği gösterilmiştir 
(Kulkarni vd., 2011). Ayrıca H2S’in memeli 
retinalarında Ca

++
 influksını module (Mikami 

vd., 2011), siklik AMP üretimini sitimüle ettiği 
(Njie-Mbye vd., 2010) ve oküler düz kasları 
gevşettiği gösterilmiştir (Kulkarni vd., 2009; 
Monjok vd., 2008).  

Retinal sirkülasyon otonomik innervasyona 
sahip olmayıp retinadan ve/veya retinal ar-
terlerden kaynaklanan lokal vazoaktif mad-
deler tarafından regüle olmaktadır (Delaey 
ve Van de Voorde, 2000). Hem H2S’in hem 
de H2S üreten enzimlerin gözde ve özellikle 
de retinada bulunduğunun ve aktif olduğu-
nun gösterilmesi H2S’in de retinal arter tonü-
sünü lokal bir faktör olarak düzenleyebilece-
ğini düşündürmektedir. Bu noktadan hare-
ketle çalışmamızda H2S’in izole sığır retinal 
arterleri üzerine etkisini ve etki mekanizma-
sını incelemeyi amaçladık. Bu amaçla H2S’in 
muhtemel vazodilatör ve vasküler kontraktil 
reaktiviteyi inhibe edici etkisi, H2S donörü 
sodyum hidrosülfit (NaHS) kullanarak, nitrik 
oksit sentaz, guanilat siklaz, siklooksijenaz, 
adenilat siklaz, L-tipi voltaj-bağımlı kalsiyum 
kanalları ve potasyum kanallarının (KATP, Kv, 
KCa

++
, Kir) spesifik inhibitörlerinin varlığında 

test edilmiştir. İlave olarak CBS veya CSE 
inhibitörleri varlığında H2S’in endojen pre-
kürsörü L-sisteinin retinal arter tonüsü üzeri-
ne etkisi de incelenmiştir.  
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GEREÇ VE YÖNTEM 

Deney Hayvanlarının Genel Özellikleri 

Çalışmamızda kullanılan gözler, veteriner 
kontrolünden geçmiş Montofoner ırkı (Brown 
Swiss) 2-4 yaşında yetişkin erkek veya dişi 
sığırlardan alınmıştır. Gözler günlük sığır 
kesimlerinden temin edilmiştir. 

İzole Sığır Retinal Arterlerinin Hazırlan-
ması 

Çalışmamızda kullanılan solüsyonlar derin 
dondurucuda -20 °C’de saklanan stoktan her 
deney gününde Krebs-Ringer bikarbonat 
çözeltisi ile dilüe edilerek taze olarak hazır-
lanmıştır. Deneylerde kullanılan Krebs Rin-
ger-bikarbonat çözeltisindeki kimyasal içeriği 
mM cinsinden şu şekildedir: [NaCl: 135; KCl: 
5; NaHCO3: 20; Glukoz: 10; CaCl2: 2,5; 
MgSO4.7H2O:1,3; KH2PO4: 1,2; EDTA: 
0,026]. 

Deneylerde kullanılan bazı kimyasalların 
hazırlanmasında çözücü olarak kullanılan 
DMSO, NaHCO3 ve HCl’nin deney ortamın-
daki konsantrasyonları %0,1’den düşüktür ve 
izole sığır retinal arterleri üzerine direkt bir 
etkileri bulunmamaktadır. 

Yeni kesilmiş sığırlardan alınan gözler mez-
bahadan laboratuvarımıza özel taşıma ka-
bında ve kısmen buzlu Krebs-Ringer bikar-
bonat solüsyonu içerisinde hızlı bir şekilde 
getirilmiştir. Gözler laboratuvar ortamında da 
taşıma kutusunda ve Krebs-Ringer bikarbo-
nat solüsyonu içerisinde muhafaza edilmiştir. 
Deneyde kullanılacak gözler, laboratuvarda 
bir petri kutusuna alındıktan sonra ekstra 
oküler kaslardan ve çevere dokulandan bir 
makas yardımı ile temizlenmiştir. Daha son-
ra gözler, korneal bölgenin yaklaşık 0,5 cm 
gerisinden kesilerek ikiye ayrılmıştır. Gözün 
vitröz hümör ile dolu olan kısmı bir petri ku-
tusuna alınmıştır. Vitröz humor dikkatli bir 
şekilde dışarıya akıtılmış ve göz küresinin içi 
Krebs-Ringer bikarbonat solüsyonu ile dol-
durulmuştır. Bu işlemler esnasında retinanın 
ve retinal damarlarının zarar görmemesine 
özen gösterilmiştir. Ardından diseksiyon 
mikroskobu altında, gözün retina tabakasının 
üzerinde bulunan merkezi retinal arterden 
myograf sistemindeki doku tutucuları arasına 
girecek uzunlukta damar parçaları kesilerek 
myograf sistemine alınmıştır.  Damarların 
içerisinden her biri 40 µm çapında olan iki 
paslanmaz çelik tel geçirilmiş ve bu tellerin 
biri myografın transduserine diğeri de mik-
rometreye sabitlenmiştir. Myograf sistemine 
yerleştirilen retinal arterin çevresinde bulu-

nan retina ve retinal ven parçası pens ve göz 
makası yardımı ile dikkatlice temizlenmiştir. 

Retinal Arterlerin Standardizasyonu ve 
Endotel ve Düz Kas Gevşeme Kapasitele-
rinin Belirlenmesi 

Damarlar Krebs-Ringer bikarbonat solüsyo-
nu içeren ve % 95 O2 + % 5 CO2 gaz karışı-
mı ile havalandırılan myograf sistemine yer-
leştirilmiştir. Bir saat süre ile 37

o
C’de denge-

lenmeye bırakılan damarların içinde bulun-
dukları Krebs-Ringer bikarbonat solüsyonu 
her 10-15 dakikada bir değiştirilmiştir. Den-
gelenme süresinin ardından normalizasyon 
işlemi uygulanmıştır. Retinal arterler norma-
lizasyon işlemi sonucunda belirlenmiş olan 
ön gerimde 30 dakika süreyle tekrar denge-
lenmeye bırakılmıştır. Sonrasında, standar-
dizasyon işlemi için dokular 20 dakika ara ile 
iki defa potasyum klorür (K

+
; 100 mM) ve 

noradrenalin (NA; 10
-4 

M) kombinasyonu ile 
kastırılmıştır. Standardizasyon işleminden 
sonra endotel tabakasının kontrolü için da-
marlar PGF2α (3x10

-5
M) ile kastırılmış ve 

üzerine endotel aracılı gevşeme oluşturan 
asetilkolin (Ach; 10

-8
-10

-4 
M) verilerek kon-

santrasyon-bağımlı gevşeme yanıtı elde 
edilmiştir. Düz tabakasının kontrolü için de 
damarların sodyum nitroprussiyat (SNP; 10

-

8
-10

-4 
M) ile elde edilen gevşeme yanıtları 

incelenmiştir.  

Sığır Retinal Arterinde NaHS’in Etkisinin 
İncelenmesi 

Damarlar spazmojen ajanlar olan PGF2α 
(3x10

-5 
M) veya K

+
 (100 mM) ile prekontrakte 

edildikten sonra NaHS artan konsantrasyon-
larda kümülatif olarak (10

-6
-3x10

-3 
M) uygu-

lanmıştır.  

Sığır Retinal Arterinde Hidrojen Sülfür’ün 
Etki Mekanizmasının İncelenmesi 

Retinal arterlerde NaHS’in etkisinin incelen-
mesinin ardından etki mekanizmasına yöne-
lik çalışmalar yapılmıştır. Bu amaçla PGF2α 

(3x10
-5 

M) ile prekontrakte edilen retinal ar-
terlerde, NaHS’in etkisi NO sentezine aracı-
lık eden NOS enziminin spesifik inhibitörü L-
NOARG (10

-4 
M; 20 dk), guanilat siklaz en-

ziminin spesifik inhibitörü ODQ (10
-5 

M; 20 
dk) veya siklooksijenaz enziminin spesifik 
inhibitörü indometazin (10

-5 
M; 20 dk) varlı-

ğında ya da endotel tabakası mekanik olarak 
bir saç teli ile tahrip edilmiş damarlarda araş-
tırılmıştır.  

K
+

 kanallarının açılmasının damar düz kası-
nın hiperpolarizasyonuna neden olarak gev-
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şeme oluşturduğu bilinmektedir. H2S’in etki-
sinde endotelyal vazodilatatör faktörlerin 
etkisinin incelenmesinin ardından potasyum 
kanallarının rolü incelenmiştir. Bu amaçla 
PGF2α (3x10

-5 
M) ile prekontrakte edilmiş 

izole sığır retinal arterlerinde NaHS’in etkisi 
non-spesifik potasyum kanal inhibitörü, tet-
raetil amonyum (TEA;  10

-2
M), ATP duyarlı 

potasyum kanalı (KATP) inhibitörü glibenkla-
mid (10

-5 
M; 20dk.), küçük kondüktans kalsi-

yum ile aktive potasyum kanalı (SKCa
++

) in-
hibitörü apamin (3x10

-7 
M; 20 dk.), orta ve 

büyük kondüktans kalsiyum ile aktive potas-
yum kanalı (IKCa

++
/BKCa

++
) inhibitörü karibdo-

toksin (10
-7

M) ve apamin (3x10
-7 

M; 20 dk.) 
kombinasyonu, voltaj bağımlı potasyum ka-
nalı (Kv) inhibitörü 4-aminopiridin (2x10

-3
 M, 

20 dk) veya içe akım potasyum kanalı (Kir) 
inhibitörü BaCl2 (10

-2 
M; 20 dk) varlığında 

test edilmiştir. 

Düz kasın tonüsünün belirlenmesinde 
Ca

++
’un hücre içindeki konsantrasyon düzeyi 

önemlidir. Çalışmamızda H2S’in etkisinde L-
tipi voltaj bağımlı kalsiyum kanallarının kapa-
tılması sonucu damar düz kası hücre içine 
kalsiyum girişinin engellenmesinin rolü araş-
tırılmıştır. Bu amaçla PGF2α (3x10

-5 
M) ile 

prekontrakte edilmiş izole sığır retinal arter-
lerinde NaHS’in etkisi L-tipi voltaj bağımlı 
Ca

++
 kanallarının spesifik inhibitörü nifedipin 

(10
-5 

M; 20 dk) varlığında incelenmiştir.  

Adenilat siklaz; birçok hormon, nörotransmit-
ter ve endojen vazoaktif maddenin hücresel 
yanıtına aracılık eden bir enzim olup hücre 
içinde ikincil ulak olarak sAMP düzeylerinin 
yükselmesine neden olmaktadır. Hücre için-
de yükselen sAMP düzeylerinin proteinkinaz-
lar aracılığı ile hücre içi Ca

++ 
düzeylerinde 

azalmaya neden olarak gevşemeye yol açtı-
ğı bilinmektedir. Çalışmamızda H2S’in sığır 
retinal arterindeki etkilerinde adenilat siklaz-
sAMP yolağının rolünün incelenmesi hedef-
lenmiştir. Bu amaçla PGF2α (3x10

-5 
M) ile 

prekontrakte edilmiş izole sığır retinal arter-
lerinde NaHS’in etkisi adenilat siklaz inhibitö-
rü SQ 22536 (10

-5
 M; 20 dk) varlığında ince-

lenmiştir.
 

 H2S’in izole sığır retinal arterleri üzerindeki 
doğrudan etkilerinin ve görülen etkinin me-
kanizmasının incelenmesinin ardından 
H2S’in damarların spazmojen ajanlara karşı 
reaktiviteleri üzerinde preventif etkileri araştı-
rılmıştır. Bu amaçla izole sığır retinal arterle-
rinde PGF2α (10

-8
-10

-4 
M) veya K

+
 (10 mM-

100 mM) ile elde edilen konsantrasyon-
bağımlı kasılma yanıtları H2S donörü NaHS 

ile (3x10
-3 

M; 20 dk) inkübe edilmiş damar-
larda incelenmiştir. Elde edilen yanıtlar inkü-
basyon yapılmadan önce alınan kastırıcı 
yanıtlar ile karşılaştırılmıştır.   

Çalışmamızda CBS inhibitörü, aminooksia-
setik asit (AOA: 10

-3
M, 20 min.) veya CSE 

inhibitörü, DL-propargilglisin (PAG: 10
-3

M, 20 
min.) varlığında retinal arterler üzerine H2S 
prekürsörü L-sisteinin de (10

-6
-3x10

-3 
M) 

etkisi incelenmiştir (Kulkarni et al., 2009).  

Çalışmamızda, inhibitörlerin etkisi aynı 
retinal arter segmentlerinin paralel 
parçalarında çalışılmıştır. 

İstatistiksel Analiz 

Veriler “ortalama±standart hata” şeklinde 
gösterilmiştir. Deney gruplarında belirtilen “n” 
sayısı çalışılan sığır retinal arterlerinin 
sayısını göstermektedir. Kastırıcı ajanların 
kasılma yanıtları “mN/mm”, prekontrakte 
edilen dokularda NaHS ile elde edilen 
gevşeme yanıtları prekontraksiyona göre “%” 
cinsinden verilmiştir. Emaks; deneylerde 
kullanılan çeşitli vazoaktif ajanların 
maksimum konsantrasyonlarının 
uygulanması ile elde edilen kasılma veya 
gevşeme yanıtını, pD2; maksimum 
konsantrasyonun uygulanması ile elde 
edilen yanıtın (kasılma veya gevşeme) 
%50’sini oluşturan konsantrasyonun (-) 
logaritma değerini göstermektedir. 
İstatistiksel analizde “Student’s t test” (iki eş 
arasındaki farkın anlamlılık testi ve gruplar 
arası farkın anlamlılık testi) ve “ANOVA” (tek 
yönlü varyans analizi) kullanılmış ve “p” 
değeri 0,05’ten küçük olan karşılaştırmalar 
anlamlı kabul edilmiştir. 

 

BULGULAR 

1. Retinal arterin endotel ve düz kas 
gevşeme kapasiteleri 

PGF2 ile prekontrakte edilmiş izole sığır 
retinal arterleri üzerine Ach ve SNP (10

-9
-10

-

4
M) ilavesi konsatrasyon bağımlı gevşeme 

yanıtlarına neden olmuştur (Emaks: 
%35.71±1.53 n=8 ve %45.37±0.74 n=7 sıra-
sıyla; p<0.05). Damarların endotel tabakala-
rının mekanik olarak tahrip edilmesi Ach’e 
bağlı gevşeme yanıtlarını azaltırken (Emaks: 
%8.94±2.29; n=6) SNP yanıtlarında herhan-
gi bir değişikliğe yol açmamıştır (Emaks: 
%43.38±7.74; n=6, p>0.05). 
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2. NaHS’ in retinal arter üzerine etkisi 

PGF2 (3x10
-5

M) veya K
+
 (100mM) ile pre-

kontrakte edilmiş izole retinal arterler üzerine 
H2S donörü NaHS’in (10

-6
-3x10

-3
M) kümüla-

tif ilavesi konsatrasyon bağımlı gevşeme 
yanıtlarına neden olmuştur. Her iki spazmo-
jen ajanla elde edilen prekontraksiyon düzeyi 
arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklı-

lık bulunmamaktadır (PGF2: 1.16±0.10 

mN/mm, n=15 ve K
+
: 0.82±0.12 mN/mm, 

n=9, p>0.05). NaHS’in (3x10
-3

M) maksimum 

gevşeme yanıtının PGF2 ile prekontrakte 
damarlarda, K

+
 ile prekontrakte arterlerde 

elde edilene kıyasla daha yüksek düzeyde 
olduğu gözlenmiştir (Emaks: %66.09±5.29 
n=15 ve %42.35±6.27 n=9, sırasıyla; 
p<0.05) (Şekil 1).  

 
Şekil 1. PGF2 (3x10

-5
M) veya K

+
 (100mM) ile prekontrakte edilmiş izole retinal arterler üzerine 

H2S donörü NaHS’in (10
-6

-3x10
-3

M) kümülatif ilavesi ile elde edilen konsatrasyon bağımlı gevşeti-
ci etkisi. (A) Orijinal trase (B) Özet grafik. *p<0.05 K

+
 (100mM) ile prekontrakte retinal arterlerde 

elde edilen gevşeme yanıtına kıyasla. 
 
3. NaHS’in etki mekanizmasının incelenmesi 
3.1. Endotelin ve endotel kaynaklı vazodilatörlerin rolü  
NaHS’in etkisinde endotel kaynaklı vazodilatörlerin rolü NO sentaz, guanilat siklaz veya siklooksi-
jenaz enzimlerinin spesifik inhibitörleri varlığında ve endotel tabakası mekanik olarak uzaklaştı-
rılmış damarlarda incelenmiştir (Takır vd., 2011). Damarların L-NOARG (10

-4
M), ODQ (10

-5
M), 

indometazin (10
-5

M) ile inkübasyonu veya deendotelize edilmesi NaHS cevabında herhangi bir 
değişikliğe neden olmamıştır (Emaks: L-NOARG: %60.73±7.62; ODQ: %58.36±6.51; indometazin: 
%60.66±7.61 varlığında ve deendotelize damarlarda: %59.45±3.37,  kontrole kıyasla, n=7-10, 
p>0.05) (Şekil 2).  
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Şekil 2. PGF2α (3x10

-5
M) ile prekontrakte edilen izole sığır retinal arterlerinde kümülatif NaHS  

(10
-6

-3x10
-3

M) uygulanması ile elde edilen konsantrasyon-yanıt eğrisi üzerine (A) L-NOARG  
(10

-4
M) (B) ODQ (10

-5
M), (C) indometazin (10

-5
M) ve (D) damarların deendotelize edilmesinin 

etkisi. p>0.05. 

 
3.2. K

+
 kanallarının rolü 

NaHS’in gevşetici etkisinde K
+
 kanallarının rolü KATP, Kv, KCa

++ 
ve Kir kanallarının spesifik inhibitör-

leri varlığında test edilmiştir (Takır vd., 2011). Retinal arterlerin KATP kanal inhibitörü, glibenklamid 
(10

-5
M), non-spesifik K

+
 kanal inhibitörü, TEA (10

-2
M), SKCa

++
 kanal inhibitörü,  apamin (3x10

-7
M) 

veya IKCa
++

/BKCa
++ 

kanal inhibitörü, karibdotoksin (10
-7

M) ve apamin (3x10
-7

M) kombinasyonu 
inkübasyonu, NaHS cevabında herhangi bir değişiklik oluşturmazken (Emaks: glibenklamid: 
%54.88±9.82, n=7, TEA: %57.49±8.72, n=6, apamin: %58.02±11.60, n=9 ve charybdo-
toxin+apamin: %47.29±4.07, n=6 varlığında; kontrole kıyasla, p>0.05) (Şekil 3A-D) Kv kanal inhi-
bitörü, 4-aminopiridin (2x10

-3
M) ve Kir kanal inhibitörü, BaCl2 (10

-2 
M) NaHS cevabında istatistik-

sel olarak anlamlı bir azalmaya neden olmuştur (Emaks: 4-aminopiridin: %43.34±3.72 n=12 ve 
BaCl2: %47.81±3.89, n=15 varlığında, kontrole kıyasla, p<0.05) (Şekil  3E, 3F).  
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Şekil 3. PGF2α (3x10

-5
M) ile prekontrakte edilen izole sığır retinal arterlerinde kümülatif NaHS  

(10
-6

-3x10
-3

M) uygulanması ile elde edilen konsantrasyon-yanıt eğrisi üzerine (A) glibenklamid 
(10

-5
M), (B) TEA (10

-2
M), (C) apamin (3x10

-7
M) (D) apamin (3x10

-7
M) + karibdotoksin (10

-7
M), (E) 

4-aminopiridin (2x10
-3

M) ve (F) BaCl2 (10
-2 

M) etkisi, n=6-15. p<0.05 kontrole kıyasla. 
 
3.3. L-tipi voltaj-bağımlı kalsiyum kanallarının rolü 

NaHS’in gevşetici etkisinde L-tipi voltaj-bağımlı kalsiyum kanallarının rolü bu kanalın spesifik inhi-
bitörü nifedipin varlığında test edilmiştir (Tian vd., 2012). Nifedipin (10

-6
M, 20 dak.) varlığında, 

NaHS cevabının ortamda nifedipin inkübasyonu olmadan yapılan kontrolle karşılaştırıldığında 
benzer düzeyde olduğu bulunmuştur (Emaks: nifedipin varlığında: %63.48±3.72; kontrole kıyasla, 
n=9, p>0.05) (Şekil 4A). 
 
3.4. Adenilat siklazın rolü  
NaHS’in gevşetici etkisinde adenilat siklazın rolü bu enzimin spesifik inhibitörü SQ 22536 varlı-
ğında test edilmiştir (Dhaese ve Lefebvre, 2009). Ancak retinal arterlerin SQ 22536 (10

-6
M, 20 

dak.) inkübasyonunun, NaHS cevabında herhangi bir değişikliğe neden olmadığı gözlenmiştir 
(Emaks: SQ 22536 varlığında: %68.33±5.44 kontrole kıyasla, n=7, p>0.05) (Şekil 4B). 
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Şekil 4. PGF2α (3x10

-5
M) ile prekontrakte edilen izole sığır retinal arterlerinde kümülatif NaHS  

(10
-6

-3x10
-3

M) uygulanması ile elde edilen konsantrasyon-yanıt eğrisi üzerine (A) nifedipin (10
-6

M, 
n=9) ve (B) SQ 22536’ın (10

-6
M, n=7) etkisi. p>0.05 kontrole kıyasla. 

  
3.5. NaHS’in retinal arterin kontraktil reak-

tivitesi üzerine etkisi 

H2S’in izole sığır retinal arterleri üzerine 
gevşetici etkisinin ve görülen bu etkinin me-
kanizmasının incelenmesinin ardından 
H2S’in vasküler reaktivite üzerine etkileri 
araştırılmıştır. Bu amaçla retinal arterler üze-
rine artan konsantrasyonlarda kümülatif ola-
rak PGF2α (10

-8
-10

-4
M) veya K

+
 (10mM-

100mM) uygulanması ile elde edilen kon-
santrasyon-yanıt eğrilerinin H2S donörü 
NaHS (3x10

-3 
M, 20 dk) varlığında değişip 

değişmediği incelenmiştir. Damarların NaHS 
(3x10

-3
M, 20 dak) ile inkübasyonu, PGF2α 

(10
-8

-10
-4

M) ve K
+

 (10-100 mM) ile elde edi-
len maksimum kasılma yanıtları ve pD2 de-
ğerlerinde istatistiksel olarak anlamlı düzey-
de azalmaya neden olmuştur (Tablo 1). 

 
Tablo 1. İzole sığır retinal arterlerinin NaHS 
(3x10

-3
M, 20dk) ile inkübasyonunun PGF2α 

(10
-8

-10
-4

M) ve K
+
 (10-100mM) ile elde edi-

len maksimum kasılma (Emaks mN/mm) ve 
pD2 (-Log M) değerlerine etkisi. 
 

PGF2α 

Emaks  pD2 n 

Kontrol 1.20±0.08 5.23±0.07 7 

+NaHS 1.06±0.05* 4.73±0.05* 7 

 
K

+
 

Emaks  pD2 n 

Kontrol 0.70±0.05 1.64±0.10 7 

+NaHS 0.55±0.05* 1.41±0.04* 7 

*  p<0.05 kontrole kıyasla.  

3.6. L-sisteinin retinal arter üzerine etkisi 

H2S prekürsörü L-sisteinin etkisi PGF2 ile 
prekontrakte retinal arterlerde incelenmiştir. 
Myograf sistemin organ banyosu kanallarına 
L-sisteinin (10

-6
-3x10

-3
M) ilave edilmesi  

10
-3

M konsatrasyonda başlayan (Emaks: 
%6.53±1.10, n=12) ve 3x10

-3
M da (Emaks: 

%34.69±3.12, n=12) maksimuma ulaşan 
gevşeme yanıtlarına neden olmuştur. Retinal 
arterlerin CBS inhibitörü, AOA (10

-3
M) ile 

inkübasyonu L-sisteinin maksimum gevşeme 
cevabında azalmaya neden olurken CSE 
inhibitörü, PAG (10

-3
M) ise etkisiz bulunmuş-

tur (Emaks AOA varlığında: %21.85±3.46, 
p<0.05 ve Emaks PAG varlığında: 
%30.84±5.89, p>0.05 kontrol L-sistein gev-
şemesine kıyasla Emaks L-sistein: 
%34.69±3.12, n=12). Bununla birlikte damar-
ların deendotelize edilmesi L-sistein ceva-
bında değişikliğe yol açmamıştır (Emaks 
Deendotelize: %32.56±3.85;  Emaks Kontrol: 
35.66±6.85%, n=5, p>0.05).  

 

TARTIŞMA VE SONUÇ 

Nitrik oksit, prostaglandinler, endotelin-1 vb 
çok sayıda endojen vazoaktif madde, damar 
endoteli ve/veya retinadan salınarak retinal 
arterlerin tonüsünün lokal olarak 
düzenlenmesini sağlamaktadır (Maenhaut 
vd., 2007). Son yıllarda yapılan çalışmalarda 
bir başka endojen faktör olan H2S’in nitrik 
oksit benzeri şekilde fizyolojik olaylarda rol 
aldığı, ayrıca gözde sentezlendiği ve oküler 
dokularda bulunduğu gösterilmiştir (Persa 
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vd.; 2006; Pong vd., 2007). Gözde fizyolojik 
olayların işleyişinde lokal vazoaktif 
maddelerin büyük rol oynadığı bilinmektedir. 
Bu nedenle, gazotransmitter olarak 
tanımlanan H2S’in gözde bulunduğunun ve 
sentezlendiğinin ortaya konulması fizyolojik 
olaylarda rol oynayabileceğini 
düşündürmektedir. Çalışmamızda, hidrojen 
sülfürün (H2S) izole sığır retinal arteri 
üzerine etkisinin incelenmesi amaçlanmıştır. 
H2S donörü NaHS’in in vitro uygulanması ile 
elde ettiğimiz bulgular, H2S’in izole sığır 
retinal arterlerin vasküler tonüsünün 
düzenlenmesinde rolü olabileceğini açığa 
çıkarmış ve H2S’in retinal arterlerde 
oluşturduğu etkinin mekanizmasının 
aydınlanmasını sağlayacak sonuçlar ortaya 
koymuştur.  

Retina, farklı hücre çeşitlerini barındıran 
birden fazla katmandan oluşan ve görme 
olayının meydana gelmesinde önemli olan 
bir tabakadır. Retinanın oksijen ve besin 
ihtiyacı retinal ve koroidal dolaşım adı verilen 
anatomik ve fonksiyonel olarak farklı iki 
dolaşım türü ile sağlanmaktadır. Retinal 
dolaşımın otonomik innervasyonu 
bulunmamaktadır. Bu nedenle retinal 
sirkülasyon sistemik dolaşımda bulunan 
vazoaktif maddeler veya retina tabakası 
ve/veya retinal arterlerin endotel 
tabakasından salınan faktörler ile lokal 
olarak düzenlenmektedir (Delaey ve Van de 
Voorde 2000, Maenhaut vd., 2007). H2S 
endojen olarak esasen PLP bağımlı ve 
dokuya spesifik enzimler olan CBS ve CSE 
ile L-sistein’den üretilmektedir ve 
nöromodülatör, nöroprotektif, antinosiseptif, 
antiinflamatuvar, düz kas gevşetici, 
kardiyoprotektan ve antihipertansif gibi 
önemli fizyolojik etkilerinin olduğu 
düşünülmektedir (Li vd., 2006, Gadalla ve 
Snyder  2010, Liu vd., 2012). Ancak retinal 
sirkülasyondaki önemi henüz 
aydınlatılamamıştır. Yeni çalışmalar ise 
H2S’in gözde de sentezlendiği belirlenmiş ve 
retinal kan akımının düzenlenmesinde 
rolünün olabileceği düşünülmüştür. H2S’in 
çeşitli oküler dokularda da varlığı gösterilmiş 
ve oküler düz kasları gevşettiği ve iris siliyer 
cisimciklerinde gevşemeye neden olduğu 
bildirilmiştir (Kulkarni vd., 2009). Ancak 
H2S’in retinal arter tonüsünün üzerindeki 
etkisi henüz bilinmemektedir. Çalışmamızda, 
H2S’in kısmen Kv ve Kir kanallarının açılması 
aracılığı ile retinal arter tonüsünde etkili 
olabileceği ortaya konmuştur. 

NaHS aköz solüsyonlarda [HS
-
]
 

ve [Na
+
] 

iyonlarına disosiye olmakta ve ardından  
[HS

-
] su ile reaksiyona girerek H2S’i meyda-

na getirmektedir. Al-Magableh ve Hart 
(2011) H2S’e duyarlı elektrodlar kullanarak 
yaptıkları çalışmada, NaHS 37

o
C sıcaklıkta 

Krebs solüsyonunda çözündüğünde  
%10’undan daha az bir kısmının serbest H2S 
olarak bulunduğunu bildirmiştir. Buna ilave-
ten, H2S’in kan ve dokulardaki fizyolojik kon-
santrasyonunun 1-300 µM civarında olduğu 
gösterilmiştir (Abe ve Kimura 1996, Zhao 
vd., 2001, Liu vd., 2012). Deneylerimizde 
kullanılan Krebs solüsyonunun sıcaklığı 
(37

o
C) göz önüne alındığında NaHS’in mak-

simum gevşetici etkisinin görüldüğü konsant-
rasyon (3x10

-3
M), H2S’in fizyolojik düzeyleri 

ile karşılaştırılabilir seviyededir. Ayrıca, 
NaHS daha önce yapılmış olan in vitro ça-
lışmalarda 1 µM’dan 10 mM’a varan geniş 
bir konsantrasyon aralığında kullanılmıştır. 
Bu konsatrasyonlar da bizim kullandığımız 
NaHS konsantrasyonuna benzerlik göster-
mektedir (10

-6
 - 3x10

-3
M) (Cheng vd., 2004, 

Cheang vd., 2010, Al-Magableh and Hart 
2010). 

PGF2 ve K
+
’un etki mekanizmaları farklı 

olan iki spazmojen olduğu bilinmektedir. 

Damar preparatlarında PGF2 ile elde edilen 
kasılma yanıtı düz kas hücrelerinde reseptör 
aracılı kalsiyum kanallarının aktive olması ile 
meydana gelirken K

+
 depolarizasyonunu 

indükleyerek kasılma yanıtına neden olmak-
tadır. İzole sığır retinal arterlerinin endotel ve 
düz kas gevşeme kapasitelerini ölçmek 

amacıyla, damarlar PGF2  ile prekontrakte 
edilmiş ve kümülatif olarak Ach ve SNP uy-
gulamasıyla konsantrasyon-bağımlı gevşe-
me yanıtları elde edilmiştir. SNP ile elde 
edilen maksimum gevşeme yanıtı Ach ile 
elde edilenden daha güçlüdür. Bulgularımız, 
bu iki spazmojen ile prekontrakte edilen sığır 
retinal arterlerinde NaHS’in 10

-4
M ve üzeri 

konsantrasyonlarında gevşeme yanıtları 
oluşturduğunu ortaya koymaktadır. Bu so-
nuçlar, damar reaktivitesi üzerinde yapılan 
deneyler ile paralellik göstermektedir. Retinal 
arterleri NaHS ile inkübe etmek (3x10

-3
M, 20 

dk) PGF2 ve K
+
 ile elde edilen maksimum 

kasılma yanıtlarını ve bu spazmojen ajanlara 
karşı duyarlılığı düşürmüştür. Bulgularımıza 
paralel olarak sıçan aorta halkalarında 
NaHS’in 50-60 µM üzerindeki konsantras-
yonlarında gevşeme yanıtını indüklediği bil-
dirilmiştir (Zhao vd., 2001, Sun vd., 2011). 
Bununla birlikte Ali vd., (2006) sıçan aorta 
halkalarında 100 µM’ye kadar olan konsant-
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rasyonlarda tam tersi bir etki göstermiştir. 
İlginç olarak, NaHS’in düşük konsantrasyon-
larında gözlemlenen kastırıcı etkisi diğer 
bazı vasküler preparatlarda da, internal me-
me arterinde (Webb vd., 2008) ve sıçan 
pulmoner arterinde (Sun vd., 2011), görül-
müştür.  

Retinal arter, “arter” olarak adlandırılsa bile 
aslında yapısı ve boyutu nedeniyle “arteriyol” 
olarak tanımlanabilir. Bizim bulgularımız ile 
paralel şekilde sıçan koroner (Cheang vd., 
2010), mezenterik (Denizaltı vd., 2011) ve 
serebral (Tian vd., 2012) arterlerinde yapılan 
çalışmalarda NaHS’in 100 µM ve üzeri kon-
santrasyonda belirgin gevşeme oluşturduğu 
bildirilmiştir. Retinal arterlerde NaHS ile elde 
edilen maksimum gevşeme yanıtının diğer 
rezistans arterlerin maksimum gevşeme 
yanıtlarına göre daha az olduğu gözlenmiştir 
(Cheng vd., 2004, Cheang vd., 2010, Tian 
vd., 2012). Bununla birlikte bu çalışmlarda 
uygulanan maksimum NaHS konsantrasyon-
ları bizim çalışmamızda kullandığımıza kı-
yasla daha yüksektir. Çalışmamızda kullan-
dığmız maksimum NaHS konsantrasyonla-
rında sıçan mezenterik ve sıçan koroner 
arterlerinde oluşan NaHS gevşemelerinin 
benzer düzeylerde olduğu da gözlenmekte-
dir (Cheng vd., 2004, Cheang vd., 2010, 
Tian vd., 2012). 

Retinal arter tonüsünün NO ve vazodilatatör 
prostaglandinler ile düzenlendiği bilinmekte-
dir (Nielsen ve Nyborg 1990, Delaey ve Van 
de Voorde 2000). NO ve H2S arasında siner-
jistik bir etkinin olduğu bildirilmiştir (Hosoki 
vd., 1997). Bunlara ek olarak damarların 
endotel tabakasının ortadan kaldırılması 
veya endojen nitrik oksit üretiminin bloke 
edilmesinin de H2S ile elde edilen gevşeme 
yanıtını azalttığı gösterilmiştir (Zhao ve ark. 
2001, Cheng ve ark. 2004). İzole domuz 
irisinde siklooksijenaz yolağının inhibisyonu-
nun NaHS ile indüklenen gevşemeyi poten-
siyalize ettiği bildirilmiştir (Monjok vd., 2008). 
Yakın zamanda NaHS’in sığır, domuz ve 
sıçan retinasında sAMP üretimini stimüle 
ettiği ortaya konulmuştur (Njie-Mbye vd., 
2010 ve 2012). Çalışmamızda, retinal arter-
lerin NO veya siklooksijenaz yolağının bili-
nen inhibitörleri ile inkübe veya damarın 
mekanik olarak deendotelize edilmesinin 
NaHS ile elde edilen gevşeme yanıtında 
değişikliğe neden olmadığı gösterilmiştir. Bu 
bulgu, izole sığır retinal arterinde NaHS ile 
elde edilen gevşeme yanıtında endotel kay-
naklı vazodilatatör faktörlerin rol oynamadı-

ğını göstermektedir. Daha önce sıçan koro-
ner (Cheang vd., 2010) ve serebral (Tian 
vd., 2012) arterlerinde yapılmış olan çalış-
maların bulguları da bizim sonuçlarımızı 
destekler yöndedir. Fare aortasında da 
NaHS’in damarların endotel tabakasından 
veya guanilat siklaz, adenilat siklaz yolakla-
rından bağımsız birşekilde çeşitli iyon kanal-
ları aracılığıyla gevşeme yanıtı oluşturduğu 
gösterilmiştir (Al-Magableh ve Hart 2011). 
Bu veriler de, çalışmamızda guanilat siklaz 
inhibitörü ve adenilat siklaz inhibitörü varlı-
ğında NaHS etkisinde bir değişiklik gözlem-
lemediğimiz bulgular ile uyumluluk göster-
mektedir. Sonuç olarak bulgularımız, 
NaHS’in sığır retinal arterindeki gevşeme 
yanıtının endotelden ve endotelyal vazodila-
tatörler olan NO ve prostasiklinden bağımsız 
olarak gerçekleştiğini, guanilat/adenilat sik-
laz yolaklarının aktivasyonu ile ilişkisi bu-
lunmadığını göstermektedir. 

Dihidropiridinlere duyarlı L-tipi voltaj bağımlı 
kalsiyum kanalları düz kas hücrelerinin hücre 
içi kalsiyum seviyesinin düzenlenmesinde 
önemli rol oynamaktadır. Daha önce yapıl-
mış olan bir çalışmada, H2S’in retinanın ışık 
ile indüklenen dejenerasyonundan, kalsiyum 
influksını düzenleyerek koruduğu öne sürül-
müştür (Mikami vd., 2011). Bir başka çalış-
mada organ banyosu ortamından kalsiyumu 
uzaklaştırmanın veya sıçan aortasını nifedi-
pin ile inkübe etmenin H2S ile indüklenen 
gevşeme yanıtını azalttığı gösterilmiştir 
(Zhao ve Wang 2002). Fare aortasında (Al-
Maglableh ve Hart 2011) ve sıçan serebral 
arterinde de  (Tian vd., 2012) benzer göz-
lemler olduğu ortaya konulmuştur. Bunlara 
karşın, fare gastrik fundus şeritlerinde H2S 
yanıtlarının nifedipine duyarlılığının olmadığı 
bildirilmiştir (Dhaese ve Lefebvre 2009). 
Çalışmamızda NaHS’in oluşturduğu gevşe-
me yanıtı L-tipi voltaj bağımlı kalsiyum kanal 
blokörü nifedipinin varlığında değişiklik gös-
termemiştir. Bu bulgu H2S ile retinal arterde 
oluşan gevşemenin voltaja duyarlı Ca

++ 
ka-

nallarına etkisi aracılığıyla gerçekleşmediğini 
göstermektedir. Daha önce yapılmış olan 
çalışmalar ile bizim bulgularımız arasında 
görülen çelişkinin açıklanmasında; damarla-
rın L-tipi voltaj bağımlı kalsiyum kanal yo-
ğunluklarının, kontraktil proteinlerin hücre içi 
kalsiyum seviyelerine olan duyarlılıklarının, 
damar çeşitlerinin, yapılarının ve boyutların-
daki farklılıkların H2S’in etkisinin L-tipi voltaj 
bağımlı kalsiyum kanalları ile ilişkisinin yar-
dımcı olabileceği düşünülmektedir.  
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K
+
 kanallarının aktivasyonu ile damarlarda 

gevşeme yanıtlarının indüklendiği bilinmek-
tedir (Nelson ve Quayle 1995). Fare mezen-
terik arterlerinde KATP kanallarının glibenkla-
mid ile bloke edilmesinin NaHS ile indükle-
nen gevşemeyi azalttığı gösterilmiştir 
(Cheng vd., 2004). Benzer bulgular fare aor-
tasında da elde edilmiştir (Al-Maglableh ve 
Hart 2011). CSE geni silinmiş olan farelerde 
yapılan bir çalışmada H2S’in mezenterik 
arterler ve aorta düz kasında KATP, KCa++ ile 
Kir kanallarını aktive etmek suretiyle hiperpo-
larizasyona neden olarak gevşeme yanıtını 
indüklediği gösterilmiştir (Mustafa vd., 2011). 
Bununla birlikte, sıçan koroner arterlerinde 
ise H2S’in gevşeme yanıtında KATP kanalları-
nın rolünün olmadığı bildirilmiştir (Cheang 
vd., 2010). Ayrıca, sıçan serebral arterlerin-
de NaHS ile indüklenen gevşeme yanıtının 
K

+
 kanallarının bilinen inhibitörlerine karşı 

duyarsız olduğu ileri sürülmüştür (Tian vd., 
2012). Bu veriler, H2S’in gevşetici etkisinde 
K

+
 kanallarının rolünün incelenen damar 

yatağı ve türe göre farklılık gösterdiğini orta-
ya koynaktadır. Çalışmamızda elde ettiğimiz 
sonuçlar, daha önce yapılmış olan bazı ça-
lışmalarla benzerlikler ve diğerlerinden ise 
farklılık göstermektedir. Prekontrakte edilmiş 
olan retinal arterlerde NaHS ile oluşan gev-
şeme yanıtının KATP ve SKCa++ kanallarının 
aktivasyonu aracılığı ile oluşmadığını ortaya 
koymakta ve bu bulgu sıçan serebral arterle-
rinde daha önce yapılmış olan bir çalışmanın 
sonuçları ile paralellik göstermektedir (Tian 
vd., 2012). Bununla birlikte, CSE geni silin-
miş olan farelerin mezenterik arterleri ve 
aortalarında (Mustafa vd., 2011) ve fare aor-
tasında (Al-Maglableh ve Hart 2011) yapılan 
çalışmalara benzer şekilde 4-AP ve BaCl2 
varlığında NaHS yanıtlarında gözlenen ista-
tistiksel anlamlı azalma NaHS’in retinal ar-
terdeki etkisinin Kv ve Kir kanallarının akti-
vasyonu ile kısmi olarak ilişkili olduğu ortaya 
koymuştur. Sıçan koroner arterlerinde de 
bizim sonuçlarımıza paralel şekilde NaHS ile 
indüklenen gevşeme yanıtının Kv kanal inhi-
bitörü olan 4-aminopiridinin varlığında azal-
dığı bildirilmiştir (Cheang vd., 2010). Bulgu-
larımız, H2S’in sığır retinal arterinde K

+
 ka-

nallarının alt tipleri olan Kv ve Kir kanalları 
aracılığıyla etki gösterdiğini ortaya koymak-
tadır. Bu farklılık hayvanın türü ve deneyler-
de kullanılan damarın tipi, boyutu ve yapısı 
ile ilişkili olabilmektedir ve ileri çalışmaların 
yapılmasına ihtiyaç duyulmaktadır. 

Yapılan çalışmalarda H2S’ı sentazleyen CBS 
ve CSE enzimlerinin memelilerin oküler do-

kularında varlığı gösterilmiştir (Persa vd., 
2006; Pong vd., 2007). Bezer şekilde CBS 
ve CSE inhibbitörlerinin sığır retinasında H2S 
üretimini azalttığı bildirilmiştir (Kulkarni vd., 
2011). Ayrıca H2S prekürsörü L-sisteinin 
CBS ve CSE aracılı H2S üretimine neden 
olarak prekontrakte izole domuz irisinde 
inhibitor etki gösterdiği de ortaya konmuştur 
(Ohia vd., 2010). Çalışmamızda izole sığır 
retinal arterler üzerine L-sisteinin gevşetici 
etkisinin CBS inhibitörü, AOA varlığında 
azalırken CSE inhibitörü, PAG varlığında 
veya damarlar deendotelize edildiğinde de-
ğişmediğini gözlemledik. Bu bulgular muh-
temelen CBS enzimi tarafından üretilen 
H2S’in retinal arter tonüsünün regülasyonun-
da rolünün olabileceğini düşündürmektedir. 

Sonuç olarak H2S donörü olan NaHS’in hem 
PGF2α hem de K

+
 ile prekontrakte edilmiş 

olan retinal arterlerde gevşeme yanıtı oluş-
turduğu ve paralel olarak retinal arterlerin 
her iki spazmojene karşı olan duyarlılığını da 
azalttığı ortaya koyulmuştur. NaHS’in etkisi 
endotelden ve endotel kaynaklı vazodilatör 
faktörlerden, bu faktörlerin aracılık ettiği hüc-
resel mekanizmalardan bağımsız olarak 
gerçekleşmektedir. Retinal arterde etkisi 
bulunan NaHS konsantrasyonları daha önce 
bildirilen fizyolojik konsantrasyonlar ile 
uyumludur. Buna göre retinal arter tonüsü-
nün regülasyonunda bilinen lokal vazoaktif 
maddelerin yanısıra H2S’in de rol oynayabi-
leceği ortaya konulmuştur. NaHS’in retinal 
arterler üzerine olan gevşetici etkisi kısmen 
Kv veya Kir kanallarının aktivasyonu aracılığı 
ile meydana geldiği düşünülmektedir. Bulgu-
larımız, retinal arter veya ven oklüzyonu, 
iskemi/reperfüzyon (I/R) hasarı, diyabetik 
retinopati vb retinopatileri indükleyen patolo-
jik durumlarda H2S’in retinal arter tonüsünü 
düzenleyerek katkısının olabileceği düşün-
dürmektedir.  
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