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TRPC1 iyon Kanalinin Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerindeki iglevi

Yasemin ERAG
Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

GIRIS VE AMAG
Ca+2

Bircok hiicresel sireg sitozolik serbest kalsi-
yum konsantrasyonundaki ([Ca™]) yer ve
zamana bagh degisimlerle kontrol edilir
(LEUNG, 2008). Dinlenim durumunda Ca*?
sitozolde dislik konsantrasyonlarda (~ 100
nM), ekstraseliiler alan ve hiicre igi depolar-
da (0Ozellikle sarko/endoplazmik retikulum,
SR) ise yilksek (uM) diizeylerde ve Ca™
baglayici proteinlerle konsantre halde bu-
lunmaktadir (LARISSA LIPSKAIA, 2012).
Hiicrelerde Ca*? sinyal mekanizmalari, hiicre
icinde Ca*? saliverilisi ve/veya hiicre disin-
dan Ca'? girisi aracilig ile artan [Ca*? ile
baglatiir. Ca™ pompalari ve tasiyici protein-
ler de hiicresel Ca*? homeostazinin siirdii-
rulmesinde rol oynarlar. Hicre islevinin duz-
gun bir sekilde surduralebilmesi igin hlcre igi
Ca'? konsantrasyonlarinin fizyolojik aralikta
kalmasini saglayacak sekilde kontrol edil-
mesi gerekmektedir. Fizyolojik kosullarda
olmayan Ca'? konsantrasyonlari hiicre icin
toksik etkiler olusturabilmektedir. Genellikle,
reseptdr uyarilmasina bagh hicre ici depo-
lardan Ca saliverilisi fosfolipaz C (PLC) akti-
vasyonu araciligi ile fosfatidilinositol 4,5-
bifosfatin (PIP,) hidrolizi sonrasinda ortaya
¢tkan inositol 1,4,5-fosfatin  (IP3s) ER/SR
membraninda bulunan [P3; reseptéri Ca
kanalini aktive etmesi ile gergeklesir. Ca*?
saliverilisi sonrasi SR Ca* icerigi azalirken
[Ca™); gecici olarak artar. [Ca*?] plato yaniti
yine reseptor-bagimh PIP; hidrolizi ile aktive
olan hiicre membraninda bulunan Ca*? ka-
nallari araciligi ile hiicre disindan Ca* girisi
ile saglanir.

SOC

Depo-kontrolli ve depo-bagimsiz olmak
lizere iki temel Ca*® giris mekanizmasi bu-
lunmaktadir: Depo-kontrollii Ca*? girisi (sto-
re-operated Ca*™ entry, SOCE) Ca** depo-
sunun bosalmasi ile aktive olurken deponun
tekrar dolmasi SOCE’nin inaktive olmasina
neden olur. SR membraninda bulunan
STIM1 (stromal interaction molecule 1) pro-
teini deponun bosalmasini takiben Ca* algi-
layicisi olarak gorev yapar ve SR ile hiicre
membraninin etkilestigi bélgelerde toplana-
rak SOCE’ye aracilik eden kanallarin uya-
riimasina neden olur (ALBERT, 2007; DE

SOUZA, 2014). SOCE aktivasyonu deneysel
kosullarda, fizyolojik agonistlere benzer ajan-
larla ya da sarko-endoplazmik retikulum
Ca™ ATPaz (sarco-endoplasmic reticulum
Ca*? ATPase, SERCA) inhibitérleri (tapsigar-
jin, siklopiazonik asit, CPA ve butilhidrokinon
gibi) araciligi ile ER Ca*® depolarinin pasif
olarak bosaltiimasi sonucunda gercgeklestiri-
lebilmektedir (CHENG, 2013). SOCE’nin
belirli kosullarda kontraksiyona kenetlendigi
izole sigan aortunda gosterilmistir (TOSUN,
1997). Ayrica SERCA inhibisyonu sigan
aortunda endotelin-1 (ET-1) reseptér bloka-
jini etkisizlestirmektedir (TOSUN, 2007).

TRP

Transient receptor potential geni (trp) ilk defa
mutant meyve sineginin (Drosophila mela-
nogaster) elektroretinogramlarinda, kuvvetli
ISIga maruziyet sonrasinda gorilen gegici
membran depolarizasyonunun, segici olma-
yan bir Ca™ kanal blokériiniin varliginda
yabanil sinedin retinasinda da ayni kaydin
alinmasiyla kesfedilmistir (MONTELL, 1997;
VENKATACHALAM, 2007). TRP superailesi
dizi benzerliklerine goére TRPC, TRPV,
TRPM, TRPN, TRPA, TRPP ve TRPML ola-
rak adlandirilan ve her biri membrani 6 defa
gegen bolge igceren (6TM) 7 alt aileye ayril-
mistir (ABRAMOWITZ, 2009). dirp (Drosop-
hila trp) geninin ilk memeli homologu 1995
yihnda iki farkli grup tarafindan klonlanmis
ve sonrasinda ilk memeli homologu olan
TRPC?1in (TRP canonical 1) spesifik doku
dagilimi ve islevsel 6zellikleri ile iligkili aras-
tirmalar yapilmaya baslanmistir (BEECH,
2005; RYCHKOV, 2007). Memelilerde daha
sonra 7 adet TRPC proteini (TRPC1-7) bu-
lunmustur. TRPC2 insanlarda proteine kod-
lanmayip (pseudo gene) dzellikle kemirgen-
lerde vomeronazal organda feromon algila-
mada islev gordagi ileri sdrilen bir iyon
kanalidir (VANNIER, 1999). TRPC kanallari
dizi benzerligi ve fonksiyonlarina gére 3 gru-
ba ayrilirlar: TRPC1/4/5, TRPC3/6/7 ve
TRPC2 (RAMSEY, 2006). TRPC kanallari-
nin  aktivasyonu depo-kontrolli  (store-
operated) ve reseptor-kontrolli olarak ger-
¢ceklesmektedir (NILIUS, 2007). PLC akti-
vasyonu ile birlikte G-proteinine kenetli re-
septorler ve reseptor tirozin kinazlar PIP,'nin
hidrolizi ile olusan DAG ve IP3 araciligi ile
TRPC kanal aktivitesini modile ederler



(LEMONNIER, 2008). DAG’nin
TRPC3/6/7’nin reseptor-aracili  aktivasyonu
icin gerekli oldugu disutnultrken, IP3'ln ise
depo-kontrollii kanal (store-operated chan-
nel, SOC) aktivasyonunda rol oynadigi 6ne-
rilmektedir (NILIUS, 2003; LEMONNIER,
2008). TRPC kanallari memelilerde beyin,
kalp, akciger ve diz kas gibi birgok dokuda
yuksek miktarda eksprese edilmektedir
(ABRAMOWITZ, 2009). TRPC kanallarinin
yaygin dagihm gdsteren ekspresyon kalibi
ve TRPC aktivasyonunun neden oldugu
molekuler yanitlar nedeniyle TRPC kanalla-
rinin gok farkl hiicre ve dokuda islev gérme-
lerinin yani sira birgok farkli sistemde (kardi-
yovaskdler, sinir, endokrin ve gastrointestinal
sistem gibi) hastaliklarin patofizyolojik surec-
lerinde de o6nemli olduklari gosterilmigtir
(NILIUS, 2007; ABRAMOWITZ, 2009;
ZENG, 2014). Damar diz kas hicrelerinde
(vascular smooth muscle cells, VSMCs),
TRPC kanal-aracili Ca*? sinyal yolaklarinin
vaskuler tonusun dizenlenmesinde 6nemli
oldugu bildirilmigtir. Anormal TRPC kanal
aktiviteleri asiri vazokonstriksiyon, hipertan-
siyon ve VSMC’lerin blyime, proliferasyon
ve migrasyonuna aracilik etmesi nedeniyle
ateroskleroz ile iliskilendirilmistir
(ABRAMOWITZ, 2009; DIETRICH, 2010;
TREBAK, 2011). Bu nedenle TRPC kanal
proteinleri kardiyovaskuler hastaliklar igin
terapdtik hedef potansiyeli tagsimaktadir.

TRPC1 beyin, kalp, ovaryum, testis, karaci-
ger, bobrek, gastrointestinal kanal, tukrik
bezleri, endotelyum ve damar diz kasi gibi
bircok dokuda bulunmaktadir. TRPC1 kanall
diz kas regulasyonu, endotelin-aracili arter
kontraksiyonu, tikrik bezi sekresyonu, en-
dotelyal gegirgenlik, glutaminerjik norot-
ransmisyon, noronal konilerin olusumu gibi
birgok fizyolojik slrecte gobrev almaktadir
(BEECH, 2005; RYCHKOV, 2007). TRPC1
proteinlerinin islevsel homomerik kanal yapi-
sI olusturmadigi bunun yerine heteromerik
TRPC kanallarinin farkl ézelliklerine katkida
bulundugu dustnidimektedir (SHI, 2012;
KIM, 2014). TRPC1 SOC kanallarinin (SOC
channels, SOCC) 6énemli bir bileseni olarak
g6rev yapmaktadir (WATANABE, 2008; KIM,
2009; CHENG, 2013; DE SOUZA, 2014).
Bircok calismada STIM1’in TRPC1-SOCC ile
etkilestigi ve TRPC1/STIM1 kanallarinin
aktivasyonu igin Orai1 proteininin gerekliligi
gOsterilmigtir. Orai1 membrani doért defa
gecen (4TM) ve odzellikle Ca*-saliverilisi ile
aktive olan kanallarin (Ca**-release activa-
ted Ca™ channels, CRACs) por yapisini

olusturan bir proteindir (CHENG, 2013).
TRPC1 kanallari vazokonstriksiyon, VSMC
proliferasyonu, kardiyak hipertrofi, basincin-
neden oldugu aritmi, obstriktif proliferatif
vaskdller hastalik ve vasospazm gibi kardi-
yovaskuler patolojik durumlarla iligkilendiril-
mistir INOUE, 2009; VENNEKENS, 2011).

mMiRNA

mikroRNA’lar  (miRNA), 20-25 nukleotid
uzunlugunda, protein kodlamayan, gen
ekspresyonunu transkripsiyon sonrasi di-
zenleyen endojen RNA molekulleridir. miR-
NA’lar hedef mRNA’larin translasyon Gzerine
olan etkinliklerini ya da stabilitelerini dizen-
leyerek islev gostermektedirler (YU, 2010).
insanlarda eksprese olan tim genlerin
%30’unu hedefledigi dislnilen yaklagik
2000 miRNA tanimlanmistir (BENTWICH,
2005; LEWIS, 2005). Olgun miRNAlar,
RNA’nin indukledigi susturucu kompleks
(RNA-induced silencing complex, RISC)
ribo-nlikleoprotein kompleksine (MEISTER,
2004) baglanir. miRNA-RISC kompleksi
(miRISC), miRNA ve hedef mRNAnin 3
ifade edilmeyen bdlgesi (3’ untranslated
region, 3’ UTR) arasinda baz-eslesme etki-
lesiminin olusmasini indiklemektedir. Genel-
likle bu etkilesim miRNA ve hedef mRNA
arasindaki baz-eslesme 06zelliklerine bagli
olarak ya genin translasyonunun baskilan-
masina ya da hedef mRNA’nin kesilmesine
neden olur (AMBROS, 2004; CULLEN,
2004). miRNA’larin hedef mRNA'nin 3’-UTR
bdlgesi ile etkilestigi distiniimekle birlikte 5'-
UTR ve acik okuma penceresinde islevsel
miRNA baglanma bdélgeleri oldugu bildirilmig-
tir (OROM, 2008; TAY, 2008). Her miRNA
200 kadar mRNA’'ya baglanabildigi ve her
mRNA da farkli miRNA’lar icin birden c¢ok
baglanma boélgesine sahip oldugu igin, miR-
NA’larin olasilikla insan mRNA’larinin yakla-
sik olarak Ugte birinin ekpresyonunu dlzen-
ledigi dusUnulmektedir (KREK, 2005). Hedef
mRNA ile eslesmesi icin miRNA'nin 2-8 nuk-
leotidi 6zellikle cok dnemlidir. Bu dizi motifi,
miRNA ¢ekirdek dizisi (miRNA seed sequ-
ence) olarak tanimlanmistir (BARTEL,
20009).

Vaskiiler TRPC’ler ve hipotez geligimi

Doktora tez ¢alismalarim sirasinda, TRPC1
ve TRPC6 protein ekspresyonlarinin sigan
aortunda yaslanma surecinde zit olarak de-
gistigi ve fenilefrin yanitlarinin potansiyalize
oldugu goézlenmistir (ERAC, 2010). Alfa ad-
renerjik reseptorlerin islevsel bir bileseni

oldugu ileri strilen TRPC6 ifade kalibindaki



degisimlerin ayni zamanda proliferatif bozuk-
luklarla da iligkilendiriimesi s6z konusu pro-
teindeki artisin TRPC1'deki azalmanin bir
sonucu oldugunu ve TRPCTin dizenleyici
islevi oldugunu distindirmustir. Kanal bile-
simine katilan proteinleri hedefleyen spesifik
blokorlerin olmamasi in vivo Kkosullarda
TRPC kanallarinin damar diiz kas sistemin-
deki islevinin belirlenmesini zorlagtirmakta-
dir. Bu nedenle TRPC kanallarinin iglevine
yonelik yapilan c¢alismalar gen-yoksun
(knock-out) fare modelleri, hiicre kuiltirlerin-
de post-transkripsiyonel gen susturma
(PTGS, veya RNA interferans, RNAI) ile
yapilan “knock-down” ya da asiri ekspresyon
(over expression, OE) modellerinde gergek-
lestiriimektedir. Bu nedenle, damar doku-
sundaki mekanizmay algilamak amaciyla
TRPC1 gen ekspresyonuna PTGS ya da OE
yontemleri ile girisim yapilarak TRPCG6 ifade
kalibi ve islevsel sonuglari sigan damar diz
kas hucreleri (A7r5) ve insan primer damar
diz kas hiicrelerinde (human primary aortic
smooth muscle cell, HASMC) arastiriimistir.
Ayrica, HASMC’lerde TRPC1 ile iligkili
mRNA ifade kalibinin belirlenmesinde islev
géren tim miRNA’lari belilemek amaciyla
yeni nesil dizileme (Next Generation Sequ-
encing, NGS) ve mikrodizin ¢alismalari ger-
ceklestiriimistir. Bu kapsamda temel amaci-
miz ¢gesitli kardiyovaskuler bozukluklarda
kritik 6nemi olan ve henlz geleneksel bir
blokérii olmayan SOCE’nin bilesenlerini
olusturan iyon kanallarinin ifade kalibini
dizenleyen miRNA’larin tanimlanmasi ve
onlari hedefleyen antimiR terapdtiklerin ta-
sarlanmasina katki saglamaktir.

GEREG ve YONTEM:
Hiicre kiulturi:

HASM hicreleri (Invitrogen) Medium 231
besi ortami ve supleman (%5 FBS, rekombi-
nant insan fibroblast blylime faktért ve epi-
dermal blylme faktérd, insulin, Smooth
Muscle Growth Supplement, SMGS, Invitro-
gen) ile klltire edilmistir. A7r5 hiicreleri (si-
¢an, DB1X, embriyonik torasik aort hicre
hattt) DMEM/Ham’s F12 (%5 FBS + %1 Pe-
nisilin, streptomisin) ile kilttre edilmigtir.

TRPC1 gen ifadesine miidahale:

A7r5 hicrelerine TRPC1 mRNA’sina komp-
lementer 21 bg siRNA Fugene transfeksiyon
ajani (Roche) kullanilarak uygulanmistir.
HASM hicrelerinde ise TRPC1 geninin
PTGS ile baskilanmasi (shTRPC) ve asiri
eksprese (OE) edilmesi shTRPC- ve

TRPC1-OE-vektorlerinin Neon elektroporator
cihazi (Invitrogen) ile transfekte edilmesi ile
gerceklestiriimistir. Bu amacgla pSUPERIOR-
shTRPC1 ve pCMV6-AC-GFP-TRPC1 vek-
torlerinin transfeksiyonu gergeklestiriimistir.
Kontrol grubu hiicrelere TRPC1 insert dizi
icermeyen pSUPERIOR ve pCMV6-AC-GFP
vektorleri transfekte edilmistir.

Gergek zamanli Nicel RT-PCR:

Transfeksiyondan 48 saat sonra A7r5 ve
HASM hiicrelerden izole edilen RNA'lar
(High Pure RNA Isolation Kit, Roche) kullani-
larak cDNA sentezi (Transcriptor High Fide-
lity cDNA synthesis kit) gerceklestiriimistir.
TRPC1 ve TRPC6 mRNA duzeyleri nicel
gercek zamanlh RT-PCR (FastStart DNA
Master SYBR Green | kiti, Light Cycler 1.5,
Roche) ile gergeklestiriimisti. PCR reaksi-
yonu MgCl, 2 mM, ileri (forward, F) ve geri
(reverse, R) primerler her biri 0,5 uM olacak
sekilde gergeklestiriimis ve 18S rRNA refe-
rans olarak kullaniimigtir. Standart (18S
rRNA) dilusyonlari kullanilarak her calisma-
ya Ozel cizilen egriler kullanilarak hedef
transkriptin konsantrasyonu hesaplanmistir.
PCR galismasinin son basamaginda gogalti-
lan UrUnlerin 6zgulligu, ergime egrisi analizi
yapilarak belirlenmigtir.

Western Blot:

TRPC1 protein duizeylerindeki degisimler
Western Blot calismasi ile belirlenmigtir.
TRPC1 geninin baskilandigi A7r5 hcrele-
rinden Complete Lysis (Roche) ile izole edi-
len protein Orneklerinden 45 pg yuklenerek
SDS-PAGE analizi gergeklestirilmistir. Hizl
kuru transfer cihazi (Iblot, Invitrogen) kullani-
larak proteinler jelden nitroseliloz membra-
na aktariimigtir. Membran 1 saat (%5 sut
tozu, TBS-T iginde) bloklandiktan sonra
1/200 TRPC1, TRPC6 ve 1/1500 B-aktin
(anti-rabbit, Chemicon) primer antikoru ile
+4°C’de bir gece boyunca inkibe edildi.
TBS-T ile 4 defa yikama yapiimigtir. Sekon-
der antikor (1/1500, HRP konjuge donkey
anti-rabbit, Santa Cruz) ile 25°C’de 1 saat
inkiibe edilmistir. TBS-T ile yikama sonra-
sinda, ECL Plus Detection Reagent (Amers-
ham) kullanilarak olusan kemiliminesans
gorintilenmistir (Fusion FX 7, Vilber). Eksp-
resyon duzeyleri her bir érnek igin TRPC1
bandinin optik dansitesi “pixel intensity” -
aktin bandininkine orantilanarak degerlendi-
rilmistir.



Hiicre ici Ca™ konsantrasyon degisimle-
rininin gergek zamanl olarak izlenmesi:

Bu amagla, yuksek hizli ¢oklu eksitasyonlu
spektrofluorometre (PTI QM8/2005, Photon
Technology International NJ, USA) kivet
kompartmanina monte edilen hiicre kulturd
kullanimina uygun olarak tarafimizdan tasar-
lanan bir aparat (TOSUN, 1997) (SELLI,
2014) kullaniimistir. Hiicreler Ca** spesifik
indikator boya Fura-2/AM ile ylklenerek
hiicre ici gercek zamanli Ca*® degisimleri
izlenmistir (SELLI, 2009). Uzerinde hiicre
kolonileri olan lameller 5 yM fura-2/AM ve
%0.02 pluronik igeren %1 BSA/HBS (HE-
PES-Buffered Saline, HBS: 135 mM NacCl,
5.9 mM KCI, 1.2 mM MgCl;, 1.5 mM CacCl,,
11.6 mM, 5 mM NaHCOg, ve 11.5 mM glu-
koz, pH:7.3, 25 °C) g¢ozeltisi ile karanlikta 60
dk inkiibe edilmigtir. inkiibasyon sonrasi 15
dk arayla 2 defa %1 BSA/HBS ¢ozeltisi ile
yikanan lameller gelik mandal ile sabitlene-
rek 2 ml HBS tamponu iceren spektrofluo-
rometre kuaveti igine yerlestiriimigtir. Fura-
2’nin serbest halde maksimum ekzitasyon
dalga boyu 380 nm iken Ca*? baglandiginda
340 nm’ye kayar ve 510 nm’de alinan emis-
yon siddeti Ca*? konsantrasyonu ile orantili
olarak artis gésterir. Hiicre ici Ca™ degerle-
rindeki degisim orantisal olarak (340/380)
verilmigtir.

Proliferasyon hizinin gergcek zamanh ola-
rak izlenmesi:

Bu amacla gergek-zamanh hicresel analiz
sistemi (real-time cellular analysis, RTCA,
xCELLigence, Roche) kullaniimistir (ERAC,
2014). Bu sistemde hcreler ylzeyleri altin
elektrodlar ile kaplanmis ¢oklu kuyucuklu
petrilere (E-plate) ekilerek herhangi bir isa-
retleme yapmaksizin hicre proliferasyonun-
daki gergcek zamanli degisimler izlenebilmek-
tedir. Hicre c¢ogalmasina bagli impedans
degdisim orani “cell index” olarak ifade edil-
mektedir.

NGS ile miRNA’larin belirlenmesi:

TRPC1 geninin baskilanmasi ve asiri eksp-
rese edilmesi amaciyla ilgili vektorlerin trans-
feksiyonundan 48 saat sonra total RNA izo-
lasyonu TriPure Isolation Reagent (Roche)
kullanilarak gergeklestiriimistir. Total RNA’lar
%15’lik poliakrilamid dre jele (Biorad) yukle-
nerek molekul agirliklarina gore elektroforez
yontemi ile ayrilmistir. 20-30 nikleotid bu-
yukligindeki kugik RNA’lar (small RNA,
sRNA) jelden ayristirimistir. sRNA’larin &’
ve 3’ ucglarina adaptor eklenme, cDNA sen-

tezi (SuperScript Il First Strand Synthesis
System for RT-PCR Kkiti, Invitrogen) ve PCR
ile cogaltiimalari (Taqg DNA Polymerase,
dNTPPack kiti, Roche) sonucunda cDNA
kitiphanesi olusturulmustur. Daha sonra
DNA fragmanlarinin GS FLX 454 NGS sis-
teminde dizilenebilmesi icin 454 sekans pri-
merleri PCR ile eklenmistir. cDNA kitlpha-
nesinin konsantrasyon degerleri (ng/ul) Qu-
ant-iT PicoGreen dsDNA Reagent (Invitro-
gen) kiti kullanilarak Varioskan Flash Multi-
mode Reader (Thermo) ¢oklu plak okuyucu-
da fluorometrik olarak belirlenmistir. Sekans-
lama asamasi 6ncesinde emulsiyon PCR ve
boncuk zenginlestiriimesi islemleri gercek-
lestirilmistir. NGS galismalari GS FLX cihazi
(Roche) kullanilarak gergeklestiriimistir.

Mikrodizin ¢alismalar::

Her iki grup hicreden izole edilen total RNA
ornekleri ile “miRNA Complete Labeling and
Hyb” kiti kullanilarak Human miRNA microar-
ray, (Release 19.0, 8x60K (v19), G4872A,
Agilent) miRNA gipleri ile gergeklestiriimistir.
Agilent miRNA mikrodizin sisteminde RNA
siyanin 3 (Cy3) ile isaretlenir. Kullanilan gen
¢cipi Uzerinde 8 adet 6rnek haznesi ve her bir
haznede, tanimlanmis 2006 adet insan
miRNA’ya ait prob bulunmaktadir. Ham mik-
rodizi verisi farkli yazilimlar yardimi ile elekt-
ronik verilere doénustlralmastir. Yapilacak
karsilastirmali analizler igin her érnegin veri-
sinden arkaplan gurultist uzaklastiriimis ve
tim oOrneklerin verisi yilizdelik (quantile) nor-
malizasyona tabi tutulmustur. FC (Fold
Change) Analizi yapilarak 2 den buylk kat
degdisimleri her bir prob igin artis ve azalig
olarak belirtiimistir. Artan ve azalan hedef
miRNA’lar “heat-map” grafigi ile gdsterilmis-
tir. Her bir grup igin, kat sayisi anlamli olarak
degdisen miRNA’larin hedef genleri belirlen-
mistir. Bu analizde PITA, PicTar, TarBase,
TargetScan ve microRNAorg veritabanlari
kullaniimis ve p degeri 0,05’ten dusuk olan
genlerdeki degisim anlamli kabul edilmistir.

istatistiksel Analiz:

Tdm veriler ortalama ve = O.S.H. (ortalama-
nin standart hatasi) olarak ifade edilmigtir.
“n” deneyde kullanilan farkh kuiltir ortamla-
rindan elde edilen 6rneklerin sayisini gos-
termektedir. Ortalamalar arasindaki fark
Student’s t-testi ile analiz edilmistir ve
P<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.



BULGULAR

1. A7r5 hicrelerinde siTRPC1 aracili
PTGS sonrasi TRPC1 ve TRPC6 eksp-
resyon diizeylerinin belirlenmesi:

A7r5 hucrelerine siTRPC1 uygulamasi son-

rasinda TRPC1 mRNA duzeyleri anlamli bir

sekilde azalmistir (P<0,05, n=6-8). Nicel
gercek zamanh RT-PCR sonuglarina gore
TRPC1 mRNA diizeyleri %40 oraninda aza-
lirken, siTRPC1 uygulanan hicrelerde
TRPC6 mRNA dizeylerinde % 100 artis
belirlenmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. siTRPC1 aracili PTGS’nin TRPC1 ve TRPC6 mRNA duzeyleri Uzerine olan etkisi.

siRNA ile transfekte edilen A7r5 hicrelerinde 48 saat sonra (a) TRPC1 ve (b) TRPC6 mRNA diizeyle-
rindeki degisim gorilmektedir. Degerler $-aktin dizeylerine normalize edilmistir (TRPC/ -aktin mRNA
x 10% (*P < 0.05; n = 6-8) (SELLI, 2009).

siTRPC1-aracili gegici gen susturma uygulanan A7r5 hicrelerinde TRPC1 protein diizeylerinde
kontrol hiicrelere oranla anlamli azalma (P<0,05, n=3), TRPCG6 protein diizeylerinde ise anlamli
artis (P<0,01, n=3) belirlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. siTRPC1 aracili PTGS’nin TRPC1 ve TRPCG6 protein dlzeyleri tizerine olan etkisi.

siRNA ile transfekte edilen A7r5 hiicrelerinde 72 saat sonra (a) TRPC1 ve (b) TRPC6 protein dizeyle-
rindeki degisim gortlmektedir. Degerler “housekeeping” protein olan B-aktin ekspresyon dizeylerine
normalize edilmistir (TRPC/ B -aktin; *P<0,05; **P<0,01; n=3) (SELLI, 2009).

2. HASM hiicrelerinde shTRPC1 aracili PTGS sonrasi TRPC1 ve TRPC6 mRNA ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesi:

PTGS sonrasi HASM hucrelerinde TRPC1 ve TRPC6 mRNA duzeylerindeki degisimler gqRT-PCR

ile belirlenmistir.

HASM hicrelerinde vektor-aracili shTRPC1 uygulamasindan 48 saat sonra TRPC1 ekspresyonu

% 46 oraninda baskilanmigtir (Sekil 3a, P<0,05, n=4).

shTRPC1 uygulamasindan 48 saat sonra, TRPC1 dizeylerinde anlamli degisim belirlenen érnek-

lerde, TRPC6 mRNA diizeylerinde herhangi degisim belirlenmemistir (Sekil 3b).
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Sekil 3. pPSUPERIOR.shTRPC1 vektortiinin TRPC1 ve TRPC6 mRNA dlzeyleri Gizerine olan etkisi.
pSUPERIOR.shTRPC1 vektoru ile transfekte edilen HASM hiicrelerinde 48 saat sonra (a) TRPC1 ve
(b) TRPC6 mRNA dizeylerindeki degisim gortlmektedir. Dederler 18s rRNA diizeylerine normalize
edilmistir (TRPC/18s rRNA mRNA x 10% (*P < 0,05; n = 4).

3. HASM hiicrelerinde OE sonrasi TRPC1 ve TRPC6 mRNA ekspresyon diizeylerinin belir-
lenmesi:

HASM hiicrelerinde vektor-aracili OE uygulamasindan 48 saat sonra TRPC1 ekspresyonu yakla-

stk 2000-kat artmistir (Sekil 4a, P < 0,01; n = 7-8).

pCMV6-AC-GFP-TRPC1 vektori ile transfekte edilen HASM hiicrelerinde TRPC1 (OE) 48. saatte

TRPC1 dlzeylerinde anlamli degisim belirlenen érneklerde, TRPC6 mRNA dizeylerinde % 61

oraninda azalma belirlenmistir (Sekil 4b, P < 0,05; n = 5).
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Sekil 4. pCMV6-TRPC1 vektoérinin TRPC1 ve TRPC6 mRNA diizeyleri Gzerine olan etkisi.
pCMV6-AC-GFP-TRPC1 vektori ile transfekte edilen HASM hicrelerinde (OE) 48 saat sonra (a)
TRPC1 ve (b) TRPC6 mRNA dizeylerindeki degiiim gorulmektedir. Degerler 18s rRNA dizeylerine
normalize edilmistir (TRPC/18s rRNA mRNA x 10%; (**P < 0,01; n =5-8). Kontrol diizeyini gosterebil-
mek amaciyla y ekseni iki farkli 6lcekte verilmigtir.

11



51 Kontrol 5.t siTRPC1
44 4 5-HT CPA
o -
go{ ST _cPA s
S S
© 2_ g
- m - i
1 14
— —
od 10dak ol 10dak
C
199 3 kontrol
Bl +siTRPC1
~—~ 8=
l—
I
Ts) *
-~ 6
<
o
(@]
= 4
&
@
O,
[ E

Sekil 5. A7r5 hiicrelerinde TRPC1 gen susturmanin CPA yanitlari tGzerindeki etkisi.

(a) Kontrol ve (a) PTGS (siTRPC1) grubu hiicrelerde CPA’nin neden oldugu [Ca*?]; artisi ve kiim(latif
veriler (c; **P<0,05; n=7). CPA (10 uM) eklendikten sonra olusan pik yanitlar 5-HT (1 uM) yanitlarina
orantilanarak verilmistir. Hiicre ici Ca* degerlerindeki degisim orantisal olarak (Fssoss0) Verilmistir
(SELLI, 2009).

4. ATr5 hiicrelerinde PTGS sonrasi [Ca*?]; Degisimleri

siRNA-aracili PTGS sonrasi TRPC1 ekspresyon diizeylerinin baskilandigi A7r5 hicrelerinde hiic-
re ici Ca*? diizeylerindeki degisimler izlenmistir. sSiTRPC1-aracili gegici PTGS uygulanan A7r5
hiicrelerinde 5-HT (1 upuM) yanitlari degismezken, kontrol hiicrelere oranla SERCA blokoriu
CPAnin (depolari tamamen bosalttigi bilinen konsantrasyonunda, 10 uM) neden oldugu [Ca’?);
artiglari ve SOCE’de anlamli dlzeyde, sirasiyla %60 (P<0,05) ve %130 (P<0,01) artis belirlen-
mistir (Sekil 5 ve 6). 1 uM verapamil varliginda, SOCE blokéri 2-aminoetildifenilborat (2-APB, 50
uM) SOCE artislarini bloke etmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. A7r5 hiicrelerinde TRPC1 gen susturmanin SOCE lzerindeki etkisi. Ca+2 kanal blokort
verapamil (1 yM) varliginda 10 yM CPA sonrasinda 1.5 mM Ca+2 eklenmesi ile elde edilen [Ca+2]i
degisimleri. (a) Kontrol ve (b) PTGS (siTRPC1) grubu hiicrelerde SOCE’de gorilen degisimler ve
kimdlatif veriler (c; **P<0,01; n=5). Ca+2 eklendikten sonra olusan pik yanitlar 5-HT (1 uM) yanitlari-

na orantilanarak verilmistir. Hiicre ici Ca+2 degerlerindeki degisim orantisal olarak (F340/380) veril-
mistir (SELLI, 2009).

A7r5 hiicrelerinde siRNA-aracili PTGS sonrasi SOCE artisina, Na'/Ca™ degistokuscusu
(Na*/Ca* exchanger, NCX) ve plazma membran Ca*? ATPaz'in (plasma membrane Ca?* ATPa-
se, PMCA) katkisi test edilmisti. PMCA blokdrlu vanadat (sodyumortovanadat, NazVO,, 1 uM)

iceren, Na* icermeyen (Na* free) HBS varliginda, susturma sonrasi gorilen SOCE yanitlarinda
belirgin bir degisiklik belirlenmemistir (Sekil 7).

9 3 Kontrol
Bl +siTRPC1

[Ca*?], (SOCE / 5-HT)

0

Sekil 7. A7r5 hicrelerinde TRPC1 gen susturmanin vanadat varliginda SOCE Uzerindeki etkisi.
Hiicreler 1 uM vanadat igeren, Na* icermeyen HBS ile perfiize edilmis ve SOCE protokolii uygulan-
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mistir (n=3) (SELLI, 2009).
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5. HASM hiicrelerinde PTGS sonrasi [Ca*’]; Degisimleri
TRPC1 geninin baskilanmasi SR saliverilisinde kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklige ne-
den olmazken, SOCE belirgin derecede artis gostermistir (P < 0,05, n = 12-14, Sekil 8).

a

L 0ca’
|

Kontrol

F3401380

2.0

1.5+

1.0

[Ca*?)

0.54

0.0-

!
CPA (10 uM)

SR | [socE |

5 dk

[ Kontrol
Bl shTRPC1

il

SRCa?> SOCE

b

Fa401380

shTRPC1
 0ca® ,
l : CPA(10pI\;I) :
ca*?
}
sk | | soce |
—

Sekil 8. HASM hiicrelerinde vektér-aracili PTGS sonrasi [Ca™]; artislari.

(a) Kontrol ve (b) TRPC1 geni baskilanan hicrelere ait deney kayitlari. Kontrol hilicrelere oranla
TRPC1 gen susturma (shTRPC1) uygulanan hiicrelerde SR'den saliverilen Ca*? diizeyleri degismez-
ken SOCE (P < 0,05, n = 12-14) anlamli olarak artmistir (C). Hiicre ici Ca*® degerlerindeki degisim
orantisal olarak (Fs4o/380) verilmistir (yayinlanmamis bulgular).

6. HASM hiicrelerinde OE sonrasi [Ca*?]; Degisimleri

TRPC1 asiri eksprese eden HASM hiicrelerinde hem depodan (SR) saliverilen Ca*? saliverilisin-
de hem de SOCE duzeylerinde kontrole oranla azalma egilimi istatistiksel olarak anlamli degildir

(Sekil 9).
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Sekil 9. HASM hiicrelerinde vektér-aracili OE sonrasi [Ca*™]; artislari.

(a) Kontrol ve (b) TRPC1 geninin asiri eksprese edildigi hlicrelere ait deney kayitlari. Kontrol hiicrelere
oranla TRPC1 asiri eksprese edilen hiicrelerde SR'den saliverilen Ca*? (c) ve SOCE diizeylerinde
anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (n = 8-9). Hiicre ici Ca*? degerlerindeki degisim orantisal olarak
(F340/380) Verilmi§tir

7. AT7r5 Hiicrelerinde PTGS Sonrasi Proliferasyonun Belirlenmesi

pSUPERIOR.shTRPC1 uygulamasinin A7r5 hicrelerinin (5000 hicre/kuyucuk) proliferasyonu
Uzerindeki etkisi Sekil 10°da verilmistir. shTRPC1 uygulamasindan 24, 48, 72 ve 96 sa. sonra
A7r5 hicre proliferasyonu kontrol grubuna gére anlamli diizeyde azalmistir (P<0,01).
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Sekil 10. A7r5 hiicrelerinde PTGS sonrasi proliferasyonun gergek zamanli izlenmesi.
Hucrelerin (5000 hicre/kuyucuk) (a) ortalama c¢ogalma profilleri ve (b) kimdlatif veriler
(**P<0,01; n=8-12).

8. HASM hiicrelerinde TRPC1 PTGS sonrasi proliferasyondaki degisimler

shTRPC1 uygulamasindan 24, 48, 72 sa. sonra HASM hiicre proliferasyonu kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde azalmistir (P<0,01, Sekil 11).
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Sekil 11. PTGS sonrasinda HASM hiicrelerinde proliferasyonun izlenmesi.
Calismada kullanilan 96-kuyucuklu petriye kuyucuk basina 5000 olarak ekilen hiicrelerin (a) ortalama
¢ogalma kaliplari ve (b) ortalama verilerin bar grafikleri. Hiicre indeksi: hiicre ¢ogalmasina bagli im-

pedans degisim orani (P < 0,01, n = 10-11, yayinlanmamis bulgular).
9. HASM hiicrelerinde TRPC1 OE sonrasi proliferasyondaki degisimler

RTCA sisteminde gergeklestirilen ¢alismalarda TRPC1 OE grubunda proliferasyonun kontrol gru-
buna gore arttiyi gézlenmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. OE sonrasinda HASM hiicrelerinde proliferasyonun gergek zamanli izienmesi.

Calismada kullanilan 96-kuyucuklu petriye kuyucuk basina 5000 olarak ekilen hiicrelerin (a) ortalama
¢ogalma kaliplari ve ortalama verilerin (b) bar grafikleri. Hiicre indeksi: hiicre gogalmasina bagl im-
pedans degisim orani (P < 0,01, n = 10-11, yayinlanmamis bulgular).

10. TRPC1 PTGS ve OE sonrasi miRNA
ekspresyon diizeylerindeki degisik-
likler

miRNA  mikrodizin  ¢alismalarina  gore

TRPC1 OE grubunda ekspresyonu artan 6

miRNA belirlenirken, baskilandigi grupta 3

mMiRNA ekspresyonu azalmigstir. Buna karsi-

Ik TRPC1 geninin baskilandidi kosullarda 3

mMiRNA’'nin ekspresyonu artarken, 4 miR-

NA'nin ekspresyonu azalmistir. Mikrodizin

calismalari sonucunda basta TRPC1 OE

orneklerde ekspresyon dizeyi artan miR-

NA’lar olmak Uzere 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 farkh veri bankalarinda analiz edilerek
3’-UTR bdlgelerine komplementer 6ézellikleri-
ne gore olasi mMRNA hedefleri arasinda 6zel-
likle TRPC1 ve TRPC6'nin bulundugu belir-
lenmistir. Belirnenen bu miRNA’larin gergek-
ten TRPC1 ve TRPC6 mRNA'larin hedefle-
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yip hedeflemedikleri antimir ve OE miRNA
calismalari ile deneysel olarak dogrulanmasi
gerekmektedir.

11. TRPC1 PTGS ve OE sonrasi NGS ile

miRNA dizileme sonuglari

TRPC1 geninin baskilandidi ve asiri ekspre-
se edildigi HASM hicrelerinde GS FLX NGS
sistemi ile gergeklestirilen ¢alismalarda belir-
lenen diziler analiz edilmistir. Belirlenen bu
diziler daha sonra http://www.mirbase.org/
veri tabaninda bu gline kadar tanimlanan
miRNA veritabanina karsilik eslestirme ana-
lizi (BLAST) gergeklestirilmistir. Ayrica, dizi-
leme calismasindan elde edilen bazi dizile-
rin, gergeklestiriien BLAST analizleri sonra-
sinda insan miRNA veri tabaninda her hangi
bir miRNA ile eslesmedigi gorilmuigstir. Bu
dizilerin henlz tanimlanmamis yeni miR-
NA’lara ait olabilecegi dusinulmektedir.
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TARTISMA VE SONUC

Bu galismanin ilk agamasindaki bulgularimiz
“Post-transcriptional silencing of TRPCL1 ion
channel gene by RNA interference upregula-
tes TRPC6 expression and store-operated
Ca?" entry in A7r5 vascular smooth muscle
cells” basligi altinda Vascular Pharmacology
dergisinde [51, 96-100, 2009] yayimlanmis-
tir. Bu calismada TRPC1 iyon kanalinin
SOCC bilesimine katildigi ve hicre prolife-
rasyonunda islevsel oldugu gerek vaskiler
diz kas hucre hattinda (A7r5) ve gerekse
primer insan aortik duz kas hucrelerinde
(HASMC) gosterilmigtir. A7r5 hicrelerinde
TRPC1 geninin baskilandigi  kosullarda
TRPC6'da artis, HASMC hicrelerinde
TRPC1 OE durumunda ise azalma gdzlen-
mistir. Ekspresyon ve hiicre i¢i Ca*? analizle-
r TRPC1 ekspresyonunun baskilanmasi ya
da artinimasinin TRPC6 geni ile kompanse
edilebildigini disundurmektedir.

TRPC1 alttipinin  susturuldugu A7r5 ve
HASM hiicrelerinde SOCE artisi, TRPC1’in
SOC kanalinin diizenleyici alt birimi olabile-
cegini dusindurmustar (DIETRICH, 2014)
(SELLI, 2009). Bulgularimiz, TRPC1 iyon
kanalinin vaskuiler diz kas hucreleri icin
olasilikla Ca™ homeostazinda diizenleyici
islev goren esansiyel bir protein oldugunu
gOstermektedir.

TRPC iyon kanal proteinleri arasinda 6zellik-
le TRPC1 ve TRPC6 damar diz kas kont-
raksiyonu ve proliferasyonu ile iliskili kanal-
lardir. TRPC1 proteininin daha ¢ok SOC
kanalinin komponenti oldugu o6nerilirken
(BEECH, 2005) (CHENG, 2013)
(AMBUDKAR, 2007) TRPC6’nin reseptor
kontrolli bir kanal oldugunu gbésteren birgok
c¢alisma bulunmaktadir (ESTACION, 2004)
(DIETRICH, 2010) (DE SOUZA, 2014). Yas-
lanma slrecinde sican torasik aortunda
TRPC ekspresyon dizeylerini inceledigimiz
¢alismamizda TRPC1 proteinindeki azalma-
ya karsilik TRPC6'da artis gdzlemlememiz
TRPC1 ve TRPC6 ekspresyonlarinin iligkili
olabilecegini  dusundirmektedir (ERAC,
2010). A7r5 hicrelerde TRPC1 baskilanma-
si sonrasinda TRPC6 proteininde ve
SOCE'de artis belirlenmesi TRPC1 ve
TRPC6 gen ekspresyonlarinin gapraz iligki
gosterdigini kanitlamaktadir (SELLI, 2009).
Ayrica, TRPC1 baskilanan A7r5 hicrelerin-
de TRPC6 artigi ile birlikte CPA-aracili
[Ca*¥ydeki artislar TRPC1 azalmasinin
TRPC6 tarafindan kompanse edilebilecegi
Onerimizi desteklemektedir. Calismalarimiz-
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da belirledigimiz iki gen arasindaki benzer
etkilesim TRPC6 “knockout” farelerde
TRPC3 mRNA ekspresyonundaki artis ile
g6zlemlenmistir (DIETRICH, 2007). ilging
olarak kultlre sican mezenterik arterde ger-
ceklestirilen bir calismada da TRPC1 mRNA
ekspresyonunda azalma belirlenirken
TRPC6 mRNA ekspresyonunda artis gorul-
mesi ¢alismamizdan elde ettigimiz bulgulari
desteklemektedir (TAI, 2009). HASM hiicre-
lerinde TRPC1 ekspresyonunun artinidigi
kosullarda TRPC6 ekspresyon duzeylerinde
azalma goérmemiz TRPC1 ve TRPC6 ara-
sindaki olasi gapraz iligkiyi destekler nitelik-
tedir. Buna karsihlk HASM hicrelerinde
TRPC1 geninin baskilandigi  kosullarda
TRPC6 ekspresyonunda anlamli bir degisik-
lik belirlenememistir. Benzer TRPC ifade
kalibi aorta diiz kas hucrelerinden elde edi-
len primer hicre kualtirG calismalarinda da
go6zlenmistir (TAI, 2008). Bu c¢alismada
TRPC1 mRNA duzeyleri %72 oraninda bas-
kilanirken TRPC6 ekspresyon diizeylerinde
anlamh bir degisiklik belilenmemigtir. Bir
baska galismada ise, TRPC6 geninin baski-
lanmasi diger TRPC Uyelerinin ekspresyon
dizeylerinde herhangi bir degisiklige neden
olmamistir (SOBOLOFF, 2005). Fizyolojik
kosullarda gdzlemledigimiz bu sonuglarin
patolojik kosullarda da incelenmesi amaciyla
gergeklestirdigimiz bir bagka projemizde
(TUBITAK 108S072) insan karaciger kanseri
hicre hattt Huh-7 hicrelerinde de TRPC1
geninin  post-transkripsiyonel baskilandigi
kosullarda TRPC6’da anlamli bir artis belir-
lenemezken SOCE’'de artis belirlenmistir.
insan primer damar diiz kas hiicrelerinde
TRPC1’deki azalmaya SOCE’deki artisin
eslik etmesi TRPC1 proteininin SOC kanalla-
rinin temel dizenleyicisi oldugu yonindeki
hipotezimizi desteklemektedir. Bulgularimi-
zin aksine izole primer insan pulmoner arter
damar duz kas hicreleri ile gergeklestirilen
bir galismada antisense oligonikleotidlerle
TRPC1 ekspresyonunun baskilandigi kosul-
larda goézlenen proliferasyonda azalmanin
yani sira SOCE de azalmistir (SWEENEY,
2002). TRPCL1 proteininin heteromerik TRPC
kanal komplekslerinin iglevinde modulatér
olarak rol oynadigi &nerilmistir (STORCH,
2012). Yash sigcan torasik aortu (ERAC,
2010) ve A7r5 hicrelerinden (SELLI, 2009)
farkh olarak insan primer aortik diiz kas htic-
relerinde TRPC1 baskilandiginda TRPC6
ekspresyonu degismezken SOCE’nin artma-
sI SOC kanal yapisina giren diger alt tiplerin
(TRPCS, 4 ve 6), Orai (SOC kanal proteini)



ya da STIM-1 “stromal interaction molecule”
gibi proteinlerin kompansatuvar iglevinin
oldugunu distndidrmuistir (ABRAMOWITZ,
2009). Literatirde TRPC1 proteininin SOCE
ile iliskisine yonelik celiskili sonuglar bulun-
maktadir. SR Ca*? iceriginin algilayicisi ola-
rak islev gosterdigi dusunilen STIM-1’in
primer insan koroner arter damar diz kas
hiicrelerinde TRPC1 ile birlikte SOC kanal
yapisi igin  6nemli oldugu bildirilmistir
(TAKAHASHI, 2007). Bununla birlikte Am-
budkar ve arkadaslari, TRPC1-yoksun
(TRPC1") fare torasik aort ve serebral arter
duz kasinda gercgeklestirdikleri calismalarda
SOCE’'de herhangi bir degisiklik olmadigini
ve TRPC1’in SOCE’nin STIM kadar 6nemli
bir komponenti olmadigini 6nermislerdir
(DIETRICH, 2007). TRPC1’in SOCE ile ilis-
kisine yonelik bu farkh bulgularin temel ne-
deni SOC kanal yapisina katilan TRPC bile-
senlerinin farkli olmasindan kaynaklaniyor
olabilir (DE SOUZA, 2014) (KIM, 2014). SOC
kanallarinin heteromerik yapisini olugturan
TRPC bilesenlerinin farkli olmasi deney ko-
sullarina bagl olarak birbiri ile celigkili gibi
go6runen yanitlarin alinmasina neden olabilir.
Ayrica Ozellikle TRPC1-yoksun in vivo ¢a-
lismalar ya da TRPC?’in baskilandigi kosul-
larda kompansatuvar altbilesenin farkli ol-
masi da bu kapsamda o6nemli olabilir
(CHENG, 2013) (DIETRICH, 2014).

TRPC1’in A7r5 ve HASM hicrelerinde, proli-
ferasyon sdrelerinin uzamasina neden oldu-
gu proliferasyonun gercek zamanli izlenmesi
ile belirlenmistir. Bununla birlikte TRPC ge-
ninin ekspresyonunun artrildigi HASM hic-
relerinde proliferasyon artmis olmasi, SOC
kanallarinin dizenleyici alt birimi oldugunu
Onerdigimiz TRPC1?’in ayni zamanda damar
diz kas hicre proliferasyonunda da islevsel
olabilecegini dusundirmustir. Gergek za-
manl hicre analizi sonucglarinda TRPC7T’in
baskilanmasinin antiproliferatif, asiri eksp-
resyonunun ise proliferatif etkinligi olabilece-
gini disinmekteyiz. Damar hasari sonrasin-
da endotelyumun yenilenmesinde gorev alan
endotelyal progenitor hiicrelerde TRPC1
susturulmasinin proliferasyonu inhibe etmesi
TRPC’in damar onarimindaki iglevini gos-
termektedir (KUANG, 2012). TRPC1 protein-
leri damar diz kas hicrelerinin adaptif hasar
yanitinda en ¢ok ekspresyonu artan protein-
lerdendir. Ozellikle oklizif damar hastalikla-
rinda duz kas hucrelerinde TRPC1 ekspres-
yonunda artis belirlenmesi TRPC inhibitorle-
rinin vaskiler hastaliklarda potansiyel tera-
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potik ajanlar olabilecegini
(KUMAR, 2006).

Subsarkolemmal alanlarda [Ca*?];deki artis
NCX araciligi ile Ca*? gikisina neden olabilir.
NCX'in bu etkisi SOCE aracili Ca*? girisin-
deki artisin maskelenmesine neden olabilir
(CHEMAYA, 1996). Pulmoner damar diz
kas hiicrelerinde, spesifik NCX aracili Ca*?
giris inhibitérinin  CPA’'nin neden oldugu
[Ca™], artisinda azalmaya neden oldugu
gosterildigi  icin  NCX'in ters modunun
SOCE’deki katkisi g6z ardi edilemez
(ZHANG, 2005). HEK293 hiicrelerinde ger-
ceklestirilen bir calismada NCX'in TRPC-
aracili Ca*? girisinde katkisi oldugu gosteril-
mistir (ROSKER, 2004). Fare aorta diz kas
hiicrelerindeki (Mouse aortic smooth muscle,
MASM) gézlemlerin (LYNCH, 2008) aksine
bu calismada A7r5 hicrelerinde NCX'in
SOCE’de katkisi olmadigini belirledik. Bu-
nunla birlikte TRPC?1'in baskilandigi A7r5
hiicrelerinde Na*-igermeyen ortamda SOCE
azalmistir. MASM hicrelerinde, diger bir
Ca™ cikisina neden olan protein olan
PMCAnin Vn*? ile blokajinin SOCE’de artisa
neden oldugu gosterilirken (LYNCH, 2008)
A7r5 hlcrelerinde herhangi bir etkiye neden
olmamistir. Kontrol grubunun aksine, sod-
yumun uzaklastiriimasi ve Vn*? ile si-TRPC1
uygulanan hicrelerde SOCE artiginin inhibe
edilmesi, TRPC1 ve TRPC6'nin SOC ve
PMCA/NCX arasindaki kenetlenmede rol
oynuyor olabilecegini distndlirmektedir.

gOstermektedir

Sonug olarak, bulgularimiz, hem sican hem
de insan aort hicrelerinde TRPC1 ekspres-
yonundaki azalmanin beklenenin aksine
SOCE’'de artisa neden olmasi TRPC1?'’in
SOC kanallarinin dlzenleyici bir bileseni
oldugunu dusundirmektedir (DIETRICH,
2014). Ayrica, yaslanma surecinde TRPC1
ve TRPC6 ekspresyonlari arasindaki zit
iliskinin PTGS ve OE sonrasinda da go6z-
lenmesi TRPC1 geninin ekspresyonundaki
degisimlerin TRPC6 ile kompanse edilebile-
cegini distindirmektedir.

TRPC1 geninin mRNA dizeyinde ekspres-
yonunun dizenlenmesinden sorumlu olabi-
lecek miRNA’lar1 belilemek amaciyla ger-
¢eklestirdigimiz NGS c¢alismalarimiz sonu-
cunda TRPC1 geninin azaldigi ve arttigi
kosullarda, her iki grupta da ortak olan miR-
NA’larin diginda farkli miRNA dizileri de be-
lirlenmigtir. Elde edilen bu sonuglar, TRPC1
geninin dizenlenmesinde rol oynayabilecek
miRNA’larin deneysel kosullarda da arastiri-
labilmesini saglayacak yeni hedefler goster-



mistir. Ayrica NGS analizleri sonrasinda
belilenen bazi miRNA’larin  (miR17-5p,
miR130a-3p, miR222-3p, miR23a-3p,

miR106, miR20a-5p gibi) damar gelisimi,
anjiyojenez, bliylime, proliferasyon ve apop-
toz gibi biyolojik streglerde rol oynadigi farkli
calismalarda gosterilmistir (THUM, 2008)
(ZHANG, 2008) (SUAREZ, 2009). Ozellikle
kardiyovaskiler sistemde esansiyel iglevi
olduguna inandigimiz TRPC?’in ifade kalibi-
ni etkileyen miRNA’larin ve iligkili yolaklarin
belirlenmesinin  vazospastik  hastaliklarin
ayrimsal tanisinda kullanim potansiyelleri
bulunmaktadir. Ozellikle izledigimiz damar
hucresinin proliferasyonunu etkileyen miR-
NA’lar kanserlesme silrecinde timor gelisimi
icin esansiyel olan damarlanmanin (anjiyo-
genez) izlenmesi igin 6nemli olacaktir. S6z
konusu miRNA'lara yonelik girisimler timor

gelisimini  o6nleyici terapdtiklerin - gelisimini
kolaylastiracaktir.
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Epilepsili Hastalarda Lamotrijin Tedavisi ile Genetik Polimorfizm iligkisi

Medine GULGEBI iDRIZ OGLU
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi

GIRIS VE AMAG

ilaca kars! gelisen yanittaki bireysel farkllik-
lar, hem genetik hem de gevresel faktorlerin
karmasik etkilesimleri sonucunda olusmak-
tadir. Bu durum istenmeyen ilag reaksiyonla-
rina, ila¢ toksisitelerine ya da ilacin terapotik
yetersizligine yol acabilmektedir. Bireysel
degdiskenligin nedenleri arasinda ilag-ilag
etkilesimleri, vacut agirhigi, yas, bagka hasta-
hgin eslik etmesi, karaciger ve bdbrek fonk-
siyon bozukluklari, genetik faktorler gibi bir
¢cok neden sayilabilirse de bunlardan en
Onemlisi genetik faktorlerdir (Meyer, 2000).
ilag metabolizmasinda rol alan enzimlerdeki
genetik degisiklikler ilaglarin plazma kon-
santrasyonunda farkliliklarla sonuglanip doz
ayarlamalari agisindan 6nem tagimaktadir.
Epilepsi tedavisinde yaygin bir kullanima
sahip olan lamotrijin, UDP-gltkuronil transfe-
raz (UGT) enzimleri tarafindan metabolize
edilmektedir. UGT enzimlerinin genetik poli-
morfizimleri toksikolojik, farmakolojik ve fiz-
yolojik Gneme sahiptir (Miners ve ark., 2002).
Lamotrijin metabolizmasinin énemli bir kis-
mindan sorumlu olan UGT 1A4 enzimi ile
ilgili yapilmis olan sinirli sayida ¢alisma var-
dir. UGT 1A4 enziminin fonksiyonel olarak
onemli olan P24T (UGT1A4*2) ve L48V
(UGT1A4*3) polimorfizmleri ilk olarak 2004
yilinda gosterilmistir (Ehmer ve ark., 2004).

Calismamizda epilepsi nedeniyle lamotrijin
kullanmakta olan hastalarda UGT 1A4 enzi-
minin P24T ve L48V tek nlkleotid polimor-
fizmlerinin arastirilmasi amaclanmistir. Hem
genetik polimorfizimin hem de sigara igiminin
plazma lamotrijin konsantrasyonu Uzerindeki
etkisi arastiriimistir.
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GEREG VE YONTEM

Calismamiza epilepsi tedavisi nedeniyle
lamotrijin kullanmakta olan hastalar dahil
edilmistir (n=131). Lamotrijinin metabolizma-
sinda yer alan UGT 1A4 enziminin L48V ve
P24T tek nikleotid polimorfizmleri arastiril-
mis, polimorfik enzimlerin serum lamotrijin
dizeyleri Uzerindeki etkisi hastalarin serum
lamotrijin konsantrasyonlari kargilastirilarak
degerlendirilmigtir.  Hastalar  kullandiklari
epilepsi ilaglari agisindan monoterapi ya da
politerapi hastalari seklinde gruplandiriimisg,
polimorfizmlerin etkisi sigara icen ve igme-
yen hastalarda ayri olarak degerlendirilmistir.
Serum lamotrijin konsantrasyonlari “Yiksek
Performansli Sivi Kromatografisi’ ile dl¢ul-
muis, UGT1A4 enziminin P24T (UGT1A4*2)
ve L48V (UGT1A4*3) polimorfizmleri ise
‘Matriks Destekli Lazer Dezorpsiyon iyoni-
zasyonu Kitle Spektrometresi’ ile analiz
edilmistir. Bu arastirmada uygulanacak ¢a-
lisma protokolli icin Marmara Universitesi
Tip Fakiltesi Arastirma Etik Kurulundan
onay alinmistir (MAR-YC-2007-0159). Ca-
lismaya katilan tim gonulli hastalar ¢alis-
maya baslamadan Once bilgilendiriimis ve
yazili onaylari alinmigtir.

BULGULAR

I. Genotip Gruplarinin Dagilimi

Hastalarda en sik gorilen genotipin % 72,09
orani ile her iki polimorfizm acisindan da
normal alel tasiyan grup ( (UGT1A4°™ ya da
UGT1A4 2P0y oldugu  saptanmistir
(Tablo 1). ikinci S|kI|kta ise % 22,48 oranin-
da gorilen P24T polimorfizmi agisindan
normal olup, L48V polimorfizmini heterozigot
olarak tasiyan UGT1A4%CT grubu izlenmistir.
P24T polimorfizmi homozigot olarak higbir
hasta tarafindan taginmadigi igin UGT1A4%C
ve UGT1A4*T gruplarinin sikligi belirlene-
memisgtir.



Tablo 1. UGT1A4*2 ve UGT1A4*3 genotip
gruplarinin say! ve yuzdeleri gosterilmektedir.
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 Gruplan n %
UGT1A4 T 93 72,09
UGT1A4 “¢ 2 1,55
UGT1A4 “¢T 29 22,48

UGT1A4 “AeT 2 1,55
UGT1A4 AT 3 2,32
UGT1A4*T 0 0
UGT1A4 ¢ 0 0

2. Genotip Gruplarinda Plazma Lamotrijin
Konsantrasyonu

Monoterapi hastalarinda (n=35) UGT1A4*3
aleli olan hastalarla yabanil allelerin plazma
lamotrijin konsantrasyonu sigara icen ve
icmeyen hastalarda karsilastiriimis ve sigara
icmeyen yabanil tip grubu ile her iki hetero-
zigot grubu arasinda istatistiksel anlamlilik
bulunmustur (Sekil 1). Lamotrijin ile birlikte
valproik asit ya da diger antiepileptikleri kul-
lanan hastalarda polimorfik olan hastalarin
plazma lamotrijin dlzeyleri ile yabanil tip
olan hastalarin sonuclari arasinda bir anlam-
ik bulunmamistir. Politerapi grubunda ge-
netik polimorfizm ya da sigara i¢iminin plaz-
ma lamotrijin konsantrasyonu Uzerindeki
etkisi degerlendirilmistir (Sekil 2-5).

(&)l
]

*k

[Lamotrijin] (mg/L)

Sekil 1. Monoterapi hastalarinda genetik poli-
morfizm ve sigara igiminin plazma lamotrijin
konsantrasyonu Uzerindeki etkisi gosterilmek-
tedir. Sigara igmeyen yabanil tip grubu ile her
iki heterozigot grubu arasinda istatistiksel an-
lamhlik bulunmustur (Tek yonli varyans analizi
ve Dunnett testi, p< 0,01).
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*%

[Lamotrijin] (mg/L)

Sekil 2. Valproik asitin lamotrijinin plazma
konsantrasyonu Uzerindeki etkisi sigara icen ve
icmeyen hastalarda gosteriimektedir (Tek yon-
Ii varyans analizi ve Tukey testi, p< 0,01)

[Lamotrijin] (mg/L)

Sekil 3. L48V ve P24T polimorfizmlerinin
plazma lamotrijin konsantrasyonu Uzerindeki
etkisi lamaotrijin ile birlikte valproik asit kullanan
ve gunlik lamotrijin dozlari 1-3 mg/kg olan
hastalarda gosterilmistir. Sigara icen ve L48V
heterozigot olan 2 hastanin sonuglari dahil
edilmemisgtir.



Sekil 4. Sigara igiminin tek bagina lamotrijin
kullanan hastalar ile diger antiepileptik olarak
karbamazepin ya da fenobarbital kullanan
hastalarda plazma lamotrijin dizeyi Uzerine
etkisi gosterilmektedir.

foe]
3

o
1

IN
L

[Lamotrijin] (mg/L)
I

o
I

Sekil 5. Lamotrijin ile birlikte diger antiepileptik
ilaclan kullanan hastalarda L48V polimorfizmi-
nin plazma lamotrijin konsantrasyonu Uzerin-
deki etkisi gosteriimektedir. Yapilan Student’in
t testi sonucu istatistiksel bir anlamhlik elde
edilmemisgtir.

TARTISMA VE SONUGC

Calismamiz ‘The relationship between
UGT1A4 polymorphism and serum concent-
ration of lamotrigine in patients with epilepsy’
basligi altinda Epilepsy Research dergisinde
[95(1-2):1-8, 2011] yayimlanmistir.
Calismamizda epilepsi nébetlerinin proflak-
sisinde kullanimi giderek artis gdéstermekte
olan lamotrijin ilacinin  metabolizmasinin
blylik bir boéliminden sorumlu olan
UGT1A4 enziminin P24T ve L48V polimor-
fizmleri arastirlmis ve Tirk toplumundaki
sikhgi belirlenmistir. UGT1A4*3 aleli hastala-
rimizin % 22,4GUnde heterozigot olarak, %
1,5'inde homozigot olarak saptanirken,
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UGT1A4*2 aleli yalnizca heterozigot olarak
% 3,8 oraninda tespit edilmistir. UGT1A4
enziminde L48V polimorfizmi olan hastalarin
ortalama serum lamotrijin konsantrasyonu
yabanil olan hastalarinkinden istatistiksel
olarak anlamli derecede daha disuk olarak
tespit edilmistir. Sonuglarimiz sigara igme
aliskanliginin hem monoterapi hem de poli-
terapi hastalarinda plazma lamotrijin diizey-
leri Uzerinde etkili oldugunu gostermektedir.
Sigara icmeyen L48V heterozigot ya da siga-
ra icen L48V heterozigot monoretapi grubu
ile sigara igmeyen yabanil tiplerin plazma
lamotrijin dUzeylerinin karsilastirmasi istatis-
tiksel olarak anlamli bulunmustur.
Polimorfizm iki alt gruba ayrilmakta ve enzim
aktivitesi yuksek olan kisilerden olusan grup
‘cok hizli metabolizér’, enzim aktiviesi dusuk
olan grup ise ‘yavas metabolizor’ olarak ta-
nimlanmaktadir. Birinci grupta istenmeyen
etkiler daha az izlenirken ilacin etkisizligi
gOzlenebilmekte, ikinci grubu olusturan bi-
reyler ise istenmeyen etkilere daha duyarli
olup, ilacin toksik etkileri daha sik olarak
ortaya c¢ikabilmektedir (Yamazaki ve ark,
2000). Bizim sonuglarimiz ile 6zellikle L48V
polimorfizmi saptanan hastalarda izlenen
dislk plazma lamotrijin konsantrasyonu, bu
kisilerde enzim aktivitesinin ‘cok hizli meta-
bolize edici grup’ arasinda olabilecegini gos-
termektedir. Lamotrijinin glikuronidasyonu
sonucunda primer olarak ortaya ¢ikan 2-N
glikuronid metabolitinin élgimundn yapila-
mamis olmasli ve gruplardaki hasta sayilari-
nin az olmasi ¢alismamizin en énemli kisit-
likhklaridir. Bu nedenle kisitlayici faktorler
g6z onlne alinarak standardizasyonu sag-
lanmis daha blylk populasyonlu galismalar
planlanmaldir.
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Deneysel inflamatuar Agri Modelinde Sistemik ve Lokal Adipoz Kokenli Mezenkimal Kok
Hiicre Uygulamasinin Anti-inflamatuar ve Anti-nosiseptif Etkileri

Akif Hakan KURT

Kahramanmaras Siitgii imam Universitesi Tip Fakiiltesi

GIRIS VE AMAG

Mezenkimal kok hicreleri (MKH) kullanilarak
yapilan hicresel tedaviler umut verici sonug-
lar ortaya koymus ve hayvan modellerinde
MKH’nin yararli etkileri arastirmacilari cesa-
retlendirmistir (Uccelli ve ark., 2008; Prockop
ve ark., 2012).

Deney hayvanlarinda olusturulan hastalik
modelleri, potansiyel terapotik etkileri deger-
lendirmek icin 6nem firsatlar saglamaktadir.
Siganlarin arka pengelerine Karragenan
(KG) enjeksiyonuyla olusturulan inflamasyon
modeli, periferal inflamatuar siregleri deger-
lendirmede standart bir test olarak kullanil-
maktadir (Barrot, 2012). Bu model, anti-
inflamatuar potansiyeli olan ajanlarin etkile-
rinin arastirilmasi i¢in ¢ok tercih edilmekte-
dir. Hiperaljezi, allodini ve 6dem, KG ile in-
diklenen inflamatuar modelin iyi bilinen 6zel-
likleridir (Winter ve ark., 1962; Chou, 2003;
Atul ve ark., 2010).

inflamatuar kaskadin aktivasyonu, interldkin
(IL)-1B, IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
ve IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin
salinmasi araciligi ile meydana gelmektedir
(Hopkins, 2003; Zhang ve ark., 2007). Bu
sitokinler inflamatuar yanitlarda en 6nemli
molekullerdir ve inflamatuar reaksiyon sira-
sinda sitokin dizeylerinde dramatik degis-
meler meydana gelmektedir (Cunha ve ark.,
2003; Verri ve ark., 2006; Stein ve ark.,
20009).

IL-1B, monositler ve makrofajlar tarafindan
uretildigi ve agri duyarlihdini modile ettigi
oldukga iyi bilinmektedir (Dinarello, 2000).
Daha énce yapilan g¢alismalar, IL-13 uygu-
lamasinin hiperaljezi olusturdugu (Cunha ve
ark., 2003; Stein ve ark., 2009), ayrica diger
pro-inflamatuar sitokin IL-6' nin immunoregu-
lator sitokinleri aktive edebilecedini goster-
mektedir (Dray, 1995; Mullington ve ark.,
2001). Anti-inflamatuvar sitokin IL-10 aktive
edilmis makrofajlar ve monositler tarafindan
uretilmekte ve IL-1B ve IL-6 gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin  sentezini inhibe
etme o6zelligine sahiptir (Poole ve ark., 1995;
Moore ve ark., 2001; Sabat ve ark., 2010).

Daha 6nce yapilan galismalarda inflamatuar
ve yaralanma hayvan modellerinde mezen-

35

kimal kok htcrenin (MKH), immunosupresif
ve anti-inflamatuar etkileri gdsterilmigtir (Shi
ve ark., 2012; Siegel ve ark., 2009). Preklinik
deney hayvan galismalarinda ve ¢ok sayida
klinik galismada MKH'lerin inflamatuar sireg
de degisiklige neden olabilecegi gosterilmig-
tir (Meirelles ve ark., 2009; Singer ve ark.,
2011). Bu nedenle, MKH, inflamatuar hasta-
liklarin hucre tabanl tedavileri icin gok uygun
gorulmektedir. MKH'ler, terapotik etkisinden
sorumlu olan tropik faktérler ve anti-
apoptotik molekdller gibi biyolojik olarak aktif
molekdlleri salgilayabilirler (Caplan ve ark.,
2006). Cesitli galismalar, MKH’in en dnemli
Ozelligi olan, inflamatuar bdlgelerine gitmesi-
ni saglamak igin sitokin reseptorlerinin eksp-
resyonlari oldugunu 6ne sirmektedir (Ren
ve ark., 2008; Soleymaninejadian ve
ark.,2012).

Yag dokusu son zamanlarda MKH igin uy-
gun bir kaynak olarak tespit edilmigtir. Yag
dokusundan elde edilen mezenkimal kok
hicrelerin  (AKMKH), kemik iliginden elde
edilen MKH ile farklilasma potansiyelleri ve
immunosupresif kapasitelerinin benzer oldu-
gu gosterilmistir (Strem ve ark., 2005; Si ve
ark., 2011).

Umut verici MKH tedavileri ile iliskili calisma-
larindan dolayi, lokal veya sistemik AKMKH
uygulanmasi, inflamatuar agrida énemli bir
azalma gosterebilecegi bu galismanin hipo-
tezi olmustur. Calismamizda, siganlarda KG-
indUklenen inflamatuar modelinde, lokal (int-
raplantar) ve sistemik (intraperitoneal)
AKMKH uygulamalarinin, hiperaljezi, allodini
gibi nosiseptif parametreler, 6dem, NO ve
cesitli sitokin dizeyler (IL-18, IL-6 ve IL-10)
Uzerindeki etkileri arastirildi.

GEREG VE YONTEM

Calismalarimizda, Kahramanmaras Sutgl
imam Universitesi Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi tarafindan uretilen 10-12
haftalik, 270-300 g agirliklar arasinda olan
Wistar tira erkek siganlar kullanildi. Siganlar
standart kafeslerde serbestge beslendi, ge-
ce-gundiz ritmi, ortam 12 saat aydinlik ve
12 saat karanlik olacak sekilde aydinlatildi



ve ortam sicakligi 22-24°C, rolatif nemi 40-
60 % olacak sekilde tutuldu.

Arastirma siresince yapilmasi planlanan
tim uygulamalar Kahramanmaras Sutgu
imam Universitesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir. Calismalar,
Kahramanmarag Siitcii imam Universitesi
Hayvan Kullanimi ve Bakimi Komitesi tara-
findan deklare edilen kurallara ve Internatio-
nal Association for the Study of Pain (AISP)
uygun olarak ylritildi (Zimmermann,
1983).

Deneysel inflamasyon Modelinin Olugtu-
rulmasi

inflamasyon, bu amag igin oldukga sik kulla-
nilan Karragenan (KG, Sigma) ile meydana
getirildi. KG ile olusturulan inflamasyon, ter-
mal hiperaljezi, mekanik allodini ve 6dem
aktivitesi Uzerine ilaglarin etkisini arastirmak
icin en sik kullanilan yoéntemdir. KG-
inflamatuar modeli serum fizyolojik igerisinde
¢Ozlilen KG’in (2 mg/100 pl) intraplantar
olarak siganlarin sol ayak tabanlarina uygu-
lanmasi ile olusturuldu. Kontrol grubu sigan-
larda ise sadece ayni hacimde serum fizyo-
lojik uygulamasi yapildi.

Adipoz Koékenli Mezenkimal Kok Hiicrele-
rin (AKMKH) Elde Edilmesi

Adipoz Kokenli Mezenkimal Kok Hucreleri
(AKMKH) elde etmek igin 10-12 haftalik,
270-300 g agirliklari arasinda olan Wistar
tlra erkek sican kullanildi. Ketamin hidroklo-
rir (75mg/kg IM) ve ksilazin hidroklorir
(10mg/kg IM) anestezi sonrasi kasik yag
dokusu (35 cm®) alindi. Yag dokusu Penisi-
lin-Streptomisin igeren fosfat tampon ¢ézelti-
si (PBS, Sigma) ile yikandiktan sonra kuguk
parcalara ayrildi ve 5 ml Tip 1 Kkollejenaz
(1mg/ml, Sigma) ile 37°C'de 1 saat enzima-
tik ayrisma sonrasinda Uzerine 20-30 ml 1 %
Penisilin-Streptomisin (PS, Sigma), 1 % L-
glutamin (Sigma) ve 10 % Fetal Bovine Se-
rum (FBS, Gibco) ile desteklenmis Low Glu-
cose Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(L-DMEM, Gibco) iceren medium eklendi. 10
dk 1500 rpm’de santifrlj edildi ve stperna-
tant kismi atildiktan sonra hicre pelleti tze-
rine 15-20 ml medium eklendi ve 10 dk
1200 rpm’de santifrlj edildi ve stpernatant
kismi atildiktan sonra AKMKH pelleti Gizerine
12 ml medium eklenerek 75 cm?lik flask
icinde 5% CO, iceren 37°C’lik etiivde inklbe
edildi. AKMKH kalturleri 3. pasajlarini taki-
ben kullanildi.
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Flow Sitorr_]etrik Metod ile Mezenkimal
Kok Hiicre Immiinofenotiplemesi

AKMKH Kkdiltdrlerinin 3. pasajini takiben hiic-
relerin immunofenotiplemesi Acibadem Lab-
cell Laboratuvarinda yaptirildi. Akis sitomet-
ri analizi igin FACSCalibur (FACSCalibur BD
Biosciences, San Jose, CA) cihazi kullanildi.
immiinofenotiplemede kullanilan antikorlar-
dan CD34, CD45 ve HLA-DR negatif CD73,
CD90 ve CD105 monoklonal antikorlar ise
pozitif belirteg olarak kullanildi (BD Bioscien-
ces).

Deneysel Prosediir ve Hiicre Uygulamasi

Butin deneyler 22-24 °C oda sicakliginda,
sessiz ortamda, saat 09:00-15:00 saatleri
arasinda gercgeklestirildi. Siganlar, deney
yapilmadan 5 gun 6ncesinden, deneyin ya-
pildig1 ortama getirildi ve ortama oryantas-
yonu saglandi. Ayni gekilde, siganlarin de-
ney duzeneklerine alismalarini saglamak
igin, sicanlar deney yapiimadan once en az
Uc defa ve her seferinde 30 dakika olacak
sekilde test cihazlarinda herhangi bir uygu-
lama yapiimadan bekletildi.

Test gununde siganlar, islem odasina getiril-
di ve 20 dakika boyunca ortama alismalari
saglandi. Siganlara intraperitoneal veya int-
raplantar uygulama grubu bagh olarak hazir-
lanan AKMKH veya ¢06zicl enjeksiyonu
yapildi. Bu iglemler igin anestezi gerekli de-
gildi. KG veya serum fizyolojik (SF) enjeksi-
yonundan 60 dakika sonra AKMKH ve me-
dium enjekte edildi ve 30 dakika sonra, du-
yarlik testleri yapildi. Intraperitonal uygulama
icin 2 mL (2 x 10° hiicre) ve intraplantar en-
jeksiyon icin 0.1 mL (2 x 10° hiicre) hacim
icinde AKMKH uygulandi. Taslyici kontrol
grubu igin, medium intraperitonal ve intrap-
lantar olarak enjekte edildi.

Deney Gruplari

Deneysel gruplar ayni deney parametreleri
Olgerek yapilan birkag pilot galismalar sonra-
sinda belirlendi. Bu galismada iki deneysel
faktorler vardi: KG-indiklenen inflamasyon
(SF veya KG) ve MKH (medium veya
AKMKH). Deneysel gruplar asagidaki gibi
dizayn edildi. Hayvanlar (60 sigan) on gruba
ayrildi. 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-



SF,Ipl-medium-SF) dir. Her bir deney grubu
kodlanarak, calismalar yapildi ve deneyler
sonunda kodlar aclilarak istatistiksel analizler
tamamlandi.

Termal Hiperaljezinin Degerlendirilmesi

Termal hiperaljezi, radyan sicaklik kayna-
gindan sicanin pengesini geri gekme latansi
Olgulerek degerlendirildi (Plantar Test). Bu
test yonteminde, herhangi bir kisittama ol-
madan serbestce hareket edebilen sicanla-
rin arka pencelerine uygulandi, deride her-
hangi bir hasar olugturmadan agri hissi olus-
turan, termal bir uyari sonrasinda hayvanin
verdigi bir refleks yanit olan pengesini uya-
randan geri gekme suresi (termal latans)
olculda.

Termal hiperaljezinin varli§i, 30°C ye ayar-
lanmis ve sabitlenmis purlzsliz cam zemin
Uzerine plastik bélmeler (10x20x24cm) konu-
larak olusturulmus termal uyari sisteminde,
hayvanin ayadini geri gekme latansi olclle-
rek belirlendi.

Cam tabakanin altinda bulunan hareketli
tutucudaki radyan is1 kaynagi (8V-50W halo-
jen ampul), hayvanin arka pengesinin plantar
bdlgesinin orta kismina termal uyariyr ver-
mek Uzere yerlestirdi. Sigan agriyi hissedip
ayagini c¢ektiginde, bir fotosel yansiyan i1sik
demetindeki kesintiyi dedekte ederek I.R.
jeneratérin otomatik olarak kapanmasini ve
zaman sayacinin durdurarak gecikme za-
mani (latans) belilenmesini saglandi. Bu
yontemde, gecikme zamani 0,1 s kesinlikte
Olculebilmektedir. Hayvana fazla aci gektir-
memek icin eger hayvan ayagini 25 s’de
(cut-off latansi, CL) gcekmemigse 1si kaynagi
otomatik olarak duracak sekilde ayarlandi.

Mekanik Allodinin Degerlendirilmesi

Mekanik allodini testi siganin pengesine ya-
pilacak dokunmaya hayvanin duyarlihdinin
belirlenmesi icin yapilacaktir. Kullanilacak
olan dynamic plantar aesthesiometer klasik
von frey sisteminin otomatize edilerek gelisti-
rilmis halidir.

Bu sistemde siganlar gézenekli temiz metal
bir zemin Uizerinde tutundu. Paslanmaz celik-
ten 0,5 mm kalinhgindaki filamentle kuvvet
uygulamasi yapildi. Uygulanan bu mekanik
kuvvet saglikl siganlarda herhangi bir agrili
durum olusturmamakta, dokunma duyusuna
neden olmaktadir. Sigan pengesini mekanik
uyarandan g¢ektiginde, uyarim otomatik ola-
rak durdu ve kuvvet kaydedildi. Bu geri ¢ek-
me yanitlari (mekanik esik-threshold) en az
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10 saniyelik araliklarla ve 3 defa tekrarlana-
rak ortalamasi alindi.

Lokal (intraplantar) Uygulamalar

Deneylerde AKMKH' uygulamasi intraplantar
enjeksiyon ile siganlarin sol arka pencelerine
verildi. Test ajanlarinin kontrol galismalarin-
da ise test ajani yerine esit miktarda serum
fizyolojik enjekte edildi.

Odem Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Siganlarin pengesine uygulanan KG sonrasi
yogun 6dem meydana geldi. Siganin penge-
sinin (bileginden kesilerek) kitlesi dl¢uldu ve
AKMKH anti-6dem etkileri belirlendi.

Biyokimyasal Analizler

Testlerinin ardindan ylksek doz anestetik
uygulanarak oldurdlen siganlarin pencelerin-
den alinan ornekler analiz edidi. Alinan o6r-
nekler -80 derecede galisma gunine kadar
saklandi. Orneklerde, IL-1B, IL-6 ve IL-10 ve
NO spesifik kitler kullanilarak o6lgildu (sito-
kin: eBioscience ve NO: Cayman).

Deneysel Igleyis, istatistiksel Analiz ve
Degerlendirme

Deneylerde siganlarda uygulamanin yapil-
madidi sad pengeden alinacak kayitlar sol
tarafa uygulanacak ajanlarin sistemik bir
etkisinin olup olmadigini dederlendirmek icin
kullanildi. ilag uygulama éncesinde alinacak
veriler ilag etkinligini belirlemek amaciyla
kontrol verileri olarak degerlendirildi. Ayrica,
ilaglarla ayni hacimde (100 ul) uygulanacak
olan serum fizyolojik enjeksiyonu sonrasinda
alinan veriler pseudo ila¢g uygulamanin etki-
sini degerlendirmek ve uygulanan ilacin ha-
cimden bagimsiz etkinligini degerlendirmek
icin kullanildi.

Calismamizda sonuglar (n=6) ortalama = SD
(standart sapma) olarak ifade edildi. Bir de-
giskenli ve ¢oklu gruplarin istatistiksel anali-
zinde one way ANOVA, iki degiskenli ve
¢oklu gruplarin karsilastirilmasinda two way
ANOVA, coklu karsilastirmalar igin ise post-
Hoc testleri kullanildi.



BULGULAR

Flowsitometri analizinin sonuglari, bu hiicre-
lerin CD73 (96.7), CD90 (97.9), CD105
(99.8) icin pozitif, CD34 (1.1) , CD45 (1.1) ve
HLA- DR (1.1) igin ise negatif oldugunu gos-
termistir.

Enjeksiyondan 6nce, deney gruplarin latans
ya da esik de@erleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi. Ipl saline
enjeksiyon (KG igin kontrol), latans ya da
esiklerde herhangi bir belirgin degisiklige
neden olmadi. Ipl salin enjekte edilen sigcan-
lara AKMKH'nin Ipl veya IP uygulamasinin
bu parametrelerde 6nemli bir degisime se-
bep olmadi. (veriler gdsterimemistir). KG
uygulamasindan 5 ve 24 saat sonra latans
degeri azaldi (9.6 £ 0.2 s den 3.1 £ 0.3 s ve
52 + 0.4 s P < 0.05) (Sekil 1). Ayrica KG
uygulamasindan 5 ve 24 saat sonra mekanik
esik de azaldi (34.8 £ 0.3 gden 16.1£0.8 g
ve 24.3 + 0.9 g P < 0.05) (Sekil 2). Bu so-
nuglar, KG-enjekte edilmis hayvanlarda salin
uygulanmis sicanlara gore latans ve esik
degerlerinin ¢ok daha dusuk oldugunu gos-
terdi. Bu veriler, KG uygulanmis siganlarda
mekanik allodini ve termal hiperaljezinin
gelistiginin gdstergesidir. Siganlarda optimal
hiperaljezi ve allodini KG enjeksiyonundan 5
saat sonra meydana geldi. (Sekil 1 ve 2).

-e-S
—a— Ipl-AKMKH

*$ —o- IP-AKMKH

el
4

23 24

Zaman (h)
Sekil 1. Intraplantar (IPL) veya Intraperitoneal
(IP) adipoz kaynakli mezenkimal kok hlcrelerin
(AKMKH) ya da mediumun, uygulama yoluna
ve zamana bagli termal latans Uzerine etkileri.
(*P<0.05 medium goére anlamli, n=6).
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Sekil 2. Intraplantar (IPL) veya Intraperitoneal
(IP) adipoz kaynakli mezenkimal kok hicrelerin
(AKMKH) ya da mediumun uygulama yoluna
ve zamana bagli mekanik esik Uzerine etkileri.
(*P<0.05 medium goére anlamli, n=6).

KG ile Uyarilan Hiperaljezi Uzerine Lokal
ya da Sistemik Olarak Uygulanan AKMK-
H'nin Etkileri

Termal hiperaljezinin saptanmasi igin, batin
siganlarin KG uygulanmasindan 0Once ve
sonra agrili termal uyariimaya davranigsal
tepkileri incelenmistir. KG enjeksiyonundan
sonra, tim siganlar inflamatuar hiperaljezi
sergiledi (Sekil 1). Kontrol (Salin muamele
edilmis) ve KG uygulamasi 6ncesi siganlar,
inflamasyonlu siganlarla karsilastirildiginda,
inflamasyonlu siganlarin latansi ¢ok (p<0.05)
dusukta (Sekil 1). AKMKH'nin ya da mediu-
mun uygulama yoluna ve zamana bagl ter-
mal latans Uzerine etkileri Sekil 1 'de goste-
rilmistir. Medium degil ancak, hem IP hemde
Ipl-AKMKH uygulamasi, zamana bagli bir
sekilde termal latansi anlamli derecede art-
tirmistir (p<0.05). Ipl-AKMKH'nin za-
man bagimli anti-hiperaljezik etkileri 1P-
AKMKH'den anlamli olarak daha yuksek
bulundu.

KG ile Uyarilan Allodini Uzerine Lokal ya
da Sistemik Olarak Uygulanan AKMK-
H'nin Etkileri

KG enjeksiyonundan sonra, siganlarin arka
penceleri, agrili olmayan mekanik uyariya
karsi duyarli hale geldi. KG enjekte edilen
siganlar, KG muamelesinden 6nce ilk esigin
aksine daha disuk bir mekanik esik degeri-
ne sahipti. Buda mekanik allodinin gelistigini
gOstermektedir. (P< 0.05)(Sekil 2).
AKMKH'nin ya da mediumun uygulama yo-
luna ve zamana bagl mekanik esik Uzerine
etkileri Sekil 2 'de gosterilmistir. Medium
uygulamasi esikleri dnemli élglide degistir-
medi. Ancak, AKMKH uygulamasi, mekanik



esikte Onemli artiglara neden oldu. Ipl-
AKMKH uygulamasinin, IP-AKMKH uygula-
masindan daha belirgin bir anti-allodinik
etkisi bulunmaktadir. Ayrica, Ipl-AKMKH
zamana bagh anti-allodinik etkileri de IP-
AKMKH'den anlamli olarak daha yuksek
bulundu.

AKMKH Uygulamasi Sonrasi Inflamas-
yonlu Siganlarda Sitokin ve NO Diizeyle-
rindeki Degisiklikler

Sekil 3'te gosterildigi gibi, KG enjeksiyonun-
dan sonra, 5 (erken faz) ve 24 saat (ge¢ faz)
sonra inflamasyonlu pencede, IL-13 ve IL-6
pro-inflamatuar sitokinler ve IL-10 anti-
inflamatuar sitokin seviyelerinde 6énemli bir
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artis meydana geldi (p<0.05). inflamasyonlu
pencelerde, AKMKH uygulanmasi IL-1(3
(Sekil 3a) ve IL-6 (Sekil 3b) dizeyinde KG
ye bagl artisi baskiladi. inflamasyonlu pen-
celerde AKMKH verilmesi erken ve gec faz-
da IL-10'u (Sekil 3c) artirdigi goruldi
(p<0.05). NO seviyesi (Sekil 3d) KG enjeksi-
yondan 5 saat sonra anlamli olarak artti ve
24 saat sonra daha da atti§i bulundu. infla-
masyonlu pengelerde AKMKH verilmesi her
iki fazda NO dizeyini azaltti. Ipl-AKMKH
uygulamasinin IP-AKMKH'den daha ¢ok
biyokimyasal parametreler Uzerine belirgin
etkileri vardir.
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Sekil 3. inflamasyonlu pencede Intraplantar (IPL) veya Intraperitoneal (IP) adipoz kaynakli mezenkimal
kok hicrelerin (AKMKH) uygulama yoluna ve zamana bagl, IL-1B ve IL-6 pro-inflamatuar sitokinler ve IL-
10 anti-inflamatuar sitokin ve NO dizeyleri Gzerine etkileri. (*P<0.05 Karragenin (KG) gére anlamli, n=6).



KG ile indiiklenen Penge Odeminin Gelismesinde ADMSC Tedavisinin Etkileri

Siganlara intraplantar KG enjeksiyonu penge édemini indikledi (Sekil 4). KG uygulanan grup ile
salin uygulanan grup enjeksiyonlardan 5 ve 24 saat sonra karsilastirildiginda pencge kiitlesi yakla-
sik 47.3 % ve 35.6 % oraninda artti (P< 0.05). Pengeye dogrudan enjekte edilmis AKMKH uygu-
lanmasi 6dem gelisimini 6nemli 6lglide bastirdi (erken fazda 33.5 % ve geg fazda 25.1 %). IP-
AKMKH'nin baskilayici etkisi Ipl-AKMKH'ninkinden daha disukti (Sekil 4).
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Sekil 4. inflamasyonlu pencede Intraplantar (IPL) veya Intraperitoneal (IP) adipoz kaynakli mezen-
kimal kok htcrelerin (AKMKH) uygulama yoluna ve zamana bagli, pence ddemini Gzerine etkileri.

(*P<0.05 Karragenin (KG) gére anlamli, n=6).

TARTISMA VE SONUGC

Onceki galismalarda, mezenkimal kék hiicre
(MKH) tedavisinin yararh etkileri oldugu ra-
por edilmektedir (Shi ve ark., 2012; Singer
ve ark., 2011; Caplan ve ark., 2006). Bunun-
la birlikte, mezenkimal kok hicrenin, inflama-
tuar hastaliklarda anti-inflamatuar ozellikleri
ve etki mekanizmalarina agida c¢ikarmaya
yonelik calismalar devam etmektedir.

Bu calisma, lokal AKMKH uygulamasinin
allodini, hiperaljezi gibi inflamatuar agri gos-
tergelerini, 6dem ve inflamatuar markirlarin
gelisimini, hem erken hem de ge¢ dénemde
intraperitoneal AKMKH uygulamasindan
daha fazla azalttigini gdstermektedir.

KG ile olusturulan inflamasyon modelinde,
cesitli inflamatuar mediatérler gorev alir ve
ortaya ¢ikan hiperaljezi ve allodini gibi infla-
matuar nosiseptif belirtilere ait bilgiler primer
afferent sinir lifleri ile tasinirlar. Bu bilgilerin
tasinmasinda farkh sinir lifleri katkida bulu-
nur (Barrot, 2012). Dinamik plantar aesthe-
siometer kullanilarak degerlendirilen meka-
nik allodinide, A-beta sinir lifleri ve C sinir
lifleri gérev alir (Zhang ve ark., 2007; Mert ve
ark., 2014). Termal hiperaljezide, termal
plantar test sistemi kullaniimakta ve agr,
sicaklik algilamalari icin C ve A-delta sinir
lifleri bilgiyi tasir (Zhang ve ark., 2007; Mert
ve ark., 2014; Woolf ve ark., 2000). AKMKH
uygulamalari, KG-enjekte edilmis siganlarda
termal latansi ve mekanik esigi 6énemli dere-
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cede artirdi. Bu etki AKMKH uygulamasinin
inflamatuar nosisepsiyonu baskilayabilece-
gini, hiperaljezi ve allodini olusumunu engel-
leyebilecegini gostermektedir.

Ayrica, AKMKH uygulamasi pencge kuitlesin-
de artisi 6nemli odlgide azaltti. Bu sonug,
AKMKH'lerin anti-6dem potansiyeline sahip
oldugunu gostermektedir. Onceki galisma-
larda, pencede KG enjeksiyonu ile 6dem
gelisimi indUklenmesi rapor edilmektedir. Bu
6dem, damar gecirgenligini artiran c¢esitli
inflamatuar mediatorler ve kan akimini artti-
ran mediatorler arasinda bir sinerjiden kay-
naklanabilir (Barrot, 2012; Winter ve ark.,
1962; Chou, 2003).

Pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinle-
rin ekspresyonu, inflamatuar nosisepsiyonun
gelisimi ile yakindan iliskili oldugu ileri sU-
rilmektedir ve mekanik allodini ve termal
hiperaljeziyi modile edebilirler (Zhang ve
ark., 2007; Stein ve ark., 2009). KG ile olu-
san inflamasyon modelinde, davranigsal
belirtiler ve 6dem gelisimi inflamatuar kaska-
din aktivasyonuna baglidir (Cunha ve ark.,
2003; Loram ve ark., 2007). Pro ve anti-
inflamatuar sitokinlerin salinmasi buna araci-
lik eder [Hopkins, 2003; Mullington ve ark.,
2001). KG uygulamasindan sonra hem pro-
inflamatuar ve anti-inflamatuvar molekiller
Onemli dlgude artti. KG enjekte edilmis pen-
celerde AKMKH uygulamasi proinflamatuar
sitokin IL-138 ve IL-6 olusumu azaltti ancak



IL-10 Gretimi arttirdi. AKMKH, proinflama-
tuar/anti-inflamatuar sitokin oraninda azal-
maya neden oldu. Bu, AKMKH'nin anti-
inflamatuar ve anti-nosiseptif etkilerini ortaya
koymaktadir. Monositler ve makrofajlar tara-
findan dretilen IL-10, gugld bir anti-
inflamatuar sitokindir ve makrofaj aktivasyo-
nu baslayan proinflamatuar sitokinlerin sen-
tezlerini inhibe eder (Moore ve ark., 2001).
Buna ek olarak, IL-10’un, akut ve kronik inf-
lamatuar hastaliklarda tedavi edici potansi-
yele sahip olabilecegdi bildirilmistir (Poole ve
ark., 1995; Sabat ve ark., 2010). Bu nedenle,
AKMKH uygulamasi IL-10 dretimine bagimh
bir mekanizma ile IL-1B ve IL-6 pro-
inflamatuar sitokinlerin Uretimini azaltarak,
anti-inflamatuar etkilere neden olabilir.

Pek gok galismada, nitrik oksitin (NO) vasku-
ler permabilite artisi, vazodilatasyon, hiperal-
jezi ve allodini gibi inflamasyon belirtilerinin
gelismesini duzenledigi bildirilmistir (Salve-
mini ve ark., 1996; Luo ve ark., 2000; Guzik
ve ark., 2003). Lokal AKMKH uygulamalari
her iki fazda 6nemli 6lglide yiksek olan NO
dizeylerini azaltti. Bu bulgular, KG ile indiik-
lenen NO’in asiri Uretimi tzerinde AKMKH
baskilayici etkisi, pro-inflamatuar sitokinlerin
azalmasl veya anti-inflamatuar sitokinlerin
artigi ile olusabilir.

Bu calismada, KG ile indiklenen inflamas-
yonda AKMKH'lerin etkinliginin uygulama
sekline bagh olup olmadigi test edilmistir. Bu
nedenle, davranigsal ve biyokimyasal para-
metreler (zerine sistemik (intraperitoneal,
2x10°) veya lokal (intraplantar, 2x10°) olarak
AKMKH uygulamasinin etkileri incelenmistir.
KG ile induklenen inflamatuvar cevaplari
intraperitoneal yoldan uygulamayla karsilas-
tinldiginda, lokal olarak AKMKH uygulama-
sinin daha etkili bir sekilde baskiladigi goste-
rildi. Bu, AKMKH'nin terapdtik potansiyelinin,
uygulama yoluna bagh olarak degisebilece-
gini gosterebilir. Lokal AKMKH uygulamasi,
KG-inflamasyon modelinde, anti-nosiseptif
veya anti-inflamatuar bir farmakojik ajan gibi
etki gosterebilir (Chou, 2003; Mert ve ark.,
2014). AKMKH'nin terapdtik etkileri, AKMK-
H'nin inflamasyonlu boélgedeki salinan birgok
biyoaktif molekilleri dizenleyici etkisine
bagli olabilir (Caplan ve ark., 2006).

Ozet olarak, sicanlarda KG ile indiiklenen
inflamatuar nosisepsiyona, proinflamatuar ve
anti-inflamatuar sitokinler ve asiri Uretilen
NO aracilik eder. AKMKH uygulamasi infla-
masyon bolgesinde pro-inflamatuar sitokinle-
ri ve NO Uretimini azaltarak ve anti-
inflamatuar sitokin Uretimini arttirarak infla-
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matuar-aracili davranigsal yanit olusumunu
bastirabilmektedir. AKMKH’lerin terapdtik
etkinligi uygulama yollarina baghdir. infla-
masyonlu bolgede sistemik uygulamanin
sinirli emilim/dagilimindan dolayr AKMKH'le-
rin lokal uygulamasi net bir etki olugturabilir.
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Hidrojen Siilfiir ve Retinal Arter Uzerine Etkisi

Selguk TAKIR
Giresun Universitesi Tip Fakiiltesi

GIRIS VE AMAG

Hidrojen sulfir'dn (H,S) son yillarda yapilan
¢cok sayida arastirmalarla birlikte memlilerde
endojen olarak, c¢ogunlukla piridoksal-5’-
fosfat (PLP) bagimli iki enzim sistatyonin
beta sentaz (CBS) veya sistatyonin-gamma
liyaz (CSE) ile L-sistein ve/lveya homosiste-
inden sentezlendigi ve gesitli 6nemli fizyolo-
jik etkileri gosterdigi ortaya konmustur (Ga-
dalla ve Snyder, 2010; Liu vd., 2012). H,S’in
a-ketoglutarat bagimli enzimler olan sistein
amino transferaz (CAT) ve 3-merkapto sulfir
transferaz (3-MST) araciidi veya non-
enzimatik yolla inorganik polisulfitlerin yiki-
miyla sentezlendigi de bildirilmigtir (Shibuya
vd., 2009). Yakin zamanda H,S’in sentez-
lenmesinde yeni bir yolun daha oldugu orta-
ya konulmus olup D-sisteinden 3-MST araci-
hdiyla D-aminoasit oksidaz (DAO) enzimi
varliginda da H,S’in Uretildigi de gosterilmis-
tir (Kimura, 2013). Bu enzimlerden CAT ve
3-MST hem mitokondri hem de sitozolde,
CSE ve CBS ise sadece sitozolde bulun-
maktadir. H,S tiire ve organa bagl olarak
mitokondri veya sitozolde sentezlemektedir
(Kamoun, 2004). CBS enzimi buydk miktar-
larda beyinde bulunurken; CSE ise daha ¢ok
periferal dokular, 6zellikle karaciger, bébrek
ve kan damarlarinda bulunmaktadir (Li vd.,
2006). CAT ve 3-MST’nin aorta ve beyinde
bulundugu ve damar endoteli ile beyin noé-
ronlarinda H,S Uretimini sagladidi bildirilmig-
tir (Shibuya vd., 2009). Bazi organlar bu
enzimlerden baslica birini eksprese ederken
(6rn. kalpte CSE), bazi organ ve dokularda
ise birden fazla sayida H,S sentezleyen en-
zim bulunmaktadir (6rn. karaciger).

H,S’in canlilarda ¢ok sayida fizyolojik olayda
cesitli etki gosterdigi bilinmektedir. H,S'’in
etki mekanizmasi damar yatagi tirine ve
deney kosullarina gore cgesitlilik gostermek-
tedir (Li vd., 2006). Kardiyovaskiiler sistem-
de; in vivo olarak uygulanan H,S, Karp ka-
nallar araciligi ile kan basincinda dismeye
neden olmaktadir (Zhao vd., 2001). insan
internal meme arterinde (internal mammarial
artery, IMA) yapilan bir galismada, IMA’da
CSE mRNA’sI ve CSE proteinlerinin bulun-
dugu; fenilefrin ile prekontrakte edilmis
IMA’larin  Gzerine NaHS uygulanmasinin
dislk konsantrasyonlarinda ilave kasiima
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yanitina, yluksek konsantrasyonlarinda ise
gevseme yanitina neden oldugu ve bu yani-
tin Karp kanal blokdri glibenklamid varhgin-
da kismen bloke oldugu bildirilmistir (Webb
vd., 2008). Yapilan bir baska calismada ise
fenilefrin ile prekontrakte sican aortalarina
NaHS uygulanmasinin dusik konsantras-
yonlarinda ilave kasilma yanitina, 100 ym ve
daha ylUksek konsantrasyonlarinda ise gev-
seme yanitina neden oldugu gosterilmistir
(Alivd., 2006).

Hidrojen silfirin gdzde Uretimi ve fonsiyo-
nel rolu ile ilgili kisitl sayida galisma bulun-
maktadir. Memelilerde CBS'’in konjonktiva,
kornea, iris ve retina da yogun olarak bulun-
dugu (Persa vd., 2006; Pong vd., 2007)
H,S'’in de sidirlarin okiiler dokularinda 6zel-
likle de retinada ve korneada ylksek dizey-
de endojen olarak uretildigi gosterilmigtir
(Kulkarni vd., 2011). Ayrica H,S’in memeli
retinalarinda Ca™" influksini module (Mikami
vd., 2011), siklik AMP uretimini sitimdle ettigi
(Njie-Mbye vd., 2010) ve okdler diiz kaslari
gevsettigi gosterilmistir (Kulkarni vd., 2009;
Monjok vd., 2008).

Retinal sirkllasyon otonomik innervasyona
sahip olmayip retinadan ve/veya retinal ar-
terlerden kaynaklanan lokal vazoaktif mad-
deler tarafindan regile olmaktadir (Delaey
ve Van de Voorde, 2000). Hem H,S'’in hem
de H,S Ureten enzimlerin gdézde ve o6zellikle
de retinada bulundugunun ve aktif oldugu-
nun gosterilmesi H,S'’in de retinal arter tonu-
sunu lokal bir faktér olarak dizenleyebilece-
gini dusundirmektedir. Bu noktadan hare-
ketle galismamizda H,S’in izole sidir retinal
arterleri Uzerine etkisini ve etki mekanizma-
sini incelemeyi amagladik. Bu amagla H,S’in
muhtemel vazodilatér ve vaskiler kontraktil
reaktiviteyi inhibe edici etkisi, H,S dondri
sodyum hidrosdlfit (NaHS) kullanarak, nitrik
oksit sentaz, guanilat siklaz, siklooksijenaz,
adenilat siklaz, L-tipi voltaj-bagimh kalsiyum
kanallari ve potasyum kanallarinin (Kate, Ky,
Keca' ', Kir) spesifik inhibitérlerinin varliginda
test edilmistir. ilave olarak CBS veya CSE
inhibitorleri varhginda H,S’in endojen pre-
kirsori L-sisteinin retinal arter tontsu Uzeri-
ne etkisi de incelenmistir.



GEREC VE YONTEM
Deney Hayvanlarinin Genel Ozellikleri

Calismamizda kullanilan gdzler, veteriner
kontrolinden ge¢mis Montofoner irki (Brown
Swiss) 2-4 yasinda yetigkin erkek veya disi
sigirlardan alinmistir. Gozler gunluk sigir
kesimlerinden temin edilmigtir.

izole Sigir Retinal Arterlerinin Hazirlan-
masi

Calismamizda kullanilan solisyonlar derin
dondurucuda -20 °C’de saklanan stoktan her
deney guninde Krebs-Ringer bikarbonat
¢cozeltisi ile dillie edilerek taze olarak hazir-
lanmigtir. Deneylerde kullanilan Krebs Rin-
ger-bikarbonat gozeltisindeki kimyasal icerigi
mM cinsinden su sekildedir: [NaCl: 135; KCI:
5; NaHCOj;: 20; Glukoz: 10; CaCly: 2,5;
MgS0,.7H,0:1,3; KH,PO,: 1,2; EDTA:
0,026].

Deneylerde kullanilan bazi kimyasallarin
hazirlanmasinda ¢dézlcu olarak kullanilan
DMSO, NaHCO;3; ve HCI'nin deney ortamin-
daki konsantrasyonlari %0,1’den disguktir ve
izole sigir retinal arterleri Uzerine direkt bir
etkileri bulunmamaktadir.

Yeni kesilmis sigirlardan alinan gézler mez-
bahadan laboratuvarimiza 6zel tasima ka-
binda ve kismen buzlu Krebs-Ringer bikar-
bonat solUsyonu igerisinde hizli bir sekilde
getirilmistir. Gozler laboratuvar ortaminda da
tasima kutusunda ve Krebs-Ringer bikarbo-
nat solUsyonu igerisinde muhafaza edilmisgtir.
Deneyde kullanilacak gdézler, laboratuvarda
bir petri kutusuna alindiktan sonra ekstra
okuler kaslardan ve gevere dokulandan bir
makas yardimi ile temizlenmistir. Daha son-
ra gozler, korneal bdlgenin yaklasik 0,5 cm
gerisinden kesilerek ikiye ayrilmistir. Gézin
vitrdz himor ile dolu olan kismi bir petri ku-
tusuna alinmistir. Vitréz humor dikkatli bir
sekilde disariya akitiimig ve g6z kuresinin igi
Krebs-Ringer bikarbonat solisyonu ile dol-
durulmustir. Bu islemler esnasinda retinanin
ve retinal damarlarinin zarar gérmemesine
0zen gosterilmistir. Ardindan diseksiyon
mikroskobu altinda, gézln retina tabakasinin
Uzerinde bulunan merkezi retinal arterden
myograf sistemindeki doku tutuculari arasina
girecek uzunlukta damar pargalari kesilerek
myograf sistemine alinmistir. Damarlarin
icerisinden her biri 40 ym c¢apinda olan iki
paslanmaz celik tel gegirilmis ve bu tellerin
biri myografin transduserine digeri de mik-
rometreye sabitlenmistir. Myograf sistemine
yerlestirilen retinal arterin gevresinde bulu-
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nan retina ve retinal ven pargasi pens ve g6z
makasi yardimi ile dikkatlice temizlenmigtir.

Retinal Arterlerin Standardizasyonu ve
Endotel ve Diiz Kas Gevseme Kapasitele-
rinin Belirlenmesi

Damarlar Krebs-Ringer bikarbonat sollisyo-
nu iceren ve % 95 O, + % 5 CO, gaz karisi-
mi ile havalandirilan myograf sistemine yer-
lestirilmistir. Bir saat sure ile 37°C’de denge-
lenmeye birakilan damarlarin iginde bulun-
duklari Krebs-Ringer bikarbonat solusyonu
her 10-15 dakikada bir degistiriimistir. Den-
gelenme siresinin ardindan normalizasyon
islemi uygulanmistir. Retinal arterler norma-
lizasyon islemi sonucunda belirlenmis olan
on gerimde 30 dakika sureyle tekrar denge-
lenmeye birakiimistir. Sonrasinda, standar-
dizasyon iglemi i¢in dokular 20 dakika ara ile
iki defa potasyum klorir (K*; 100 mM) ve
noradrenalin (NA; 10 M) kombinasyonu ile
kastinimisgtir. Standardizasyon isleminden
sonra endotel tabakasinin kontroll icin da-
marlar PGF,, (3x10°M) ile kastirimis ve
Uzerine endotel aracili gevseme olusturan
asetilkolin (Ach; 10®-10* M) verilerek kon-
santrasyon-bagimli gevseme vyaniti elde
edilmigtir. DUz tabakasinin kontroll icin de
damarlarin sodyum nitroprussiyat (SNP; 10
8.10™ M) ile elde edilen gevseme yanitlari
incelenmistir.

Sigir Retinal Arterinde NaHS’in Etkisinin
Incelenmesi

Damarlar spazmojen ajanlar olan PGFyq
(3x10° M) veya K* (100 mM) ile prekontrakte
edildikten sonra NaHS artan konsantrasyon-
larda kiimiilatif olarak (10°-3x10 M) uygu-
lanmistir.

Sigir Retinal Arterinde Hidrojen Sulfur’an
Etki Mekanizmasinin Incelenmesi

Retinal arterlerde NaHS'in etkisinin incelen-
mesinin ardindan etki mekanizmasina yone-
lik galismalar yapilmistir. Bu amagla PGF
(3x10° M) ile prekontrakte edilen retinal ar-
terlerde, NaHS'’in etkisi NO sentezine araci-
lik eden NOS enziminin spesifik inhibitéri L-
NOARG (10 M; 20 dk), guanilat siklaz en-
ziminin spesifik inhibitéri ODQ (10 M; 20
dk) veya siklooksijenaz enziminin spesifik
inhibitdrii indometazin (10° M; 20 dk) varli-
ginda ya da endotel tabakasi mekanik olarak
bir sag teli ile tahrip edilmis damarlarda aras-
tinimistir.

K" kanallarinin agilmasinin damar diiz kasi-
nin hiperpolarizasyonuna neden olarak gev-



seme olusturdugu bilinmektedir. H,S’in etki-
sinde endotelyal vazodilatator faktorlerin
etkisinin incelenmesinin ardindan potasyum
kanallarinin roli incelenmistir. Bu amagla
PGF,, (3x10° M) ile prekontrakte edilmis
izole sigir retinal arterlerinde NaHS'in etkisi
non-spesifik potasyum kanal inhibitord, tet-
raetil amonyum (TEA; 102M), ATP duyarl
potasyum kanali (Karp) inhibitoéri glibenkla-
mid (10”° M; 20dk.), kiiclik kondilktans kalsi-
yum ile aktive potasyum kanal (SKcy'") in-
hibitorii apamin (3x10”7 M; 20 dk.), orta ve
blylk konduktans kalsiyum ile aktive potas-
yum kanal (IKc,""/BKc,™) inhibitérii karibdo-
toksin (10'M) ve apamin (3x10" M; 20 dk.)
kombinasyonu, voltaj bagimh potasyum ka-
nali (K,) inhibitérii 4-aminopiridin (2x10° M,
20 dk) veya ice akim potasyum kanal (Kj)
inhibitérii BaCl, (102 M; 20 dk) varliginda
test edilmigtir.

Diz kasin tonUsunun belirlenmesinde
Ca"™un hiicre igindeki konsantrasyon diizeyi
onemlidir. Calismamizda H,S’in etkisinde L-
tipi voltaj bagimh kalsiyum kanallarinin kapa-
tilmasi sonucu damar duz kasi hicre icine
kalsiyum giriginin engellenmesinin roll aras-
tinlmistir. Bu amacla PGF,, (3x10° M) ile
prekontrakte edilmis izole sigir retinal arter-
lerinde NaHS'in etkisi L-tipi voltaj bagimli
Ca'" kanallarinin spesifik inhibitérii nifedipin
(10° M; 20 dk) varliginda incelenmistir.

Adenilat siklaz; bircok hormon, nérotransmit-
ter ve endojen vazoaktif maddenin hlcresel
yanitina aracilik eden bir enzim olup hicre
icinde ikincil ulak olarak sAMP dizeylerinin
yukselmesine neden olmaktadir. Hicre igin-
de ylkselen sAMP dizeylerinin proteinkinaz-
lar araciligi ile hicre igi Ca™ dizeylerinde
azalmaya neden olarak gevsemeye yol agti-
g1 bilinmektedir. Calismamizda H,S’in sigir
retinal arterindeki etkilerinde adenilat siklaz-
sAMP yolaginin rolinin incelenmesi hedef-
lenmistir. Bu amacla PGF,q (3x10° M) ile
prekontrakte edilmis izole sigir retinal arter-
lerinde NaHS’in etkisi adenilat siklaz inhibitd-
ri SQ 22536 (10° M; 20 dk) varliginda ince-
lenmistir.

H,S’in izole sigir retinal arterleri Gzerindeki
dogrudan etkilerinin ve gorilen etkinin me-
kanizmasinin  incelenmesinin  ardindan
H,S’in damarlarin spazmojen ajanlara karsi
reaktiviteleri Gzerinde preventif etkileri arasti-
rilmistir. Bu amagla izole sigir retinal arterle-
rinde PGFy, (10°-10* M) veya K* (10 mM-
100 mM) ile elde edilen konsantrasyon-
bagimh kasilma yanitlari H,S donéri NaHS
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ile (3x10° M; 20 dk) inkiibe edilmis damar-
larda incelenmistir. Elde edilen yanitlar inki-
basyon yapilmadan o©nce alinan Kkastirici
yanitlar ile kargilastiriimigtir.

Galismamizda CBS inhibitori, aminooksia-
setik asit (AOA: 10°M, 20 min.) veya CSE
inhibitérli, DL-propargilglisin (PAG: 10°°M, 20
min.) varlidinda retinal arterler Uzerine H,S
prekiirsorii L-sisteinin de (10°-3x10° M)
etkisi incelenmistir (Kulkarni et al., 2009).

Calismamizda, inhibitorlerin  etkisi ayni

retinal arter segmentlerinin paralel
parcalarinda galigiimigtir.

istatistiksel Analiz

Veriler “ortalamazstandart hata” seklinde

[}

gOsterilmigtir. Deney gruplarinda belirtilen “n
sayisi gahlgilan sigir retinal arterlerinin
sayisini gostermektedir. Kastirici ajanlarin
kasilma yanitlari “mN/mm”, prekontrakte
edilen dokularda NaHS ile elde edilen
gevseme yanitlari prekontraksiyona gore “%”

cinsinden verilmistir. Enas; deneylerde
kullanilan cesitli vazoaktif  ajanlarin
maksimum konsantrasyonlarinin

uygulanmasi ile elde edilen kasilma veya
gevseme yanitini, pD2; maksimum
konsantrasyonun uygulanmasi ile elde
edilen yanitin (kasilma veya gevseme)
%50’sini  olusturan konsantrasyonun (-)
logaritma degerini goOstermektedir.
istatistiksel analizde “Student’s t test” (iki es
arasindaki farkin anlamhlik testi ve gruplar
arasi farkin anlamlilik testi) ve “ANOVA” (tek
yonli varyans analizi) kullaniimis ve “p”
degeri 0,05'ten kiguk olan karsilastirmalar
anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

1. Retinal arterin endotel ve diiz kas
gevseme kapasiteleri

PGF,, ile prekontrakte edilmis izole sigir
retinal arterleri izerine Ach ve SNP (107°-10
“M) ilavesi konsatrasyon bagimli gevseme
yanitlarina neden olmustur (Emaks:
%35.71£1.53 n=8 ve %45.37+0.74 n=7 sira-
siyla; p<0.05). Damarlarin endotel tabakala-
rinin mekanik olarak tahrip edilmesi Ach’e
bagli gevseme yanitlarini azaltirken (Emaks:
%8.94+2.29; n=6) SNP yanitlarinda herhan-
gi bir degisiklige yol agmamistir (Emaks:
%43.38+7.74; n=6, p>0.05).



2. NaHS’ in retinal arter lizerine etkisi mN/mm, n=15 ve K": 0.82+0.12 mN/mm,
1- -3 .

PGF,, (3x10°M) veya K* (100mM) ile pre- n=9, p>0.05). NaHS'in (3x1Q M) maksimum
kontrakte edilmis izole retinal arterler tzerine geV§er|ned yan|t+|n!ln PGII:(Z“ |Iek prekontlralge
H.S dondrii NaHS'in (10°-3x10°M) kiimdila- amarlarda, K- lle prekontrakte arterlerde
tif ilavesi konsatrasyon bagimli gevseme i:gﬁvﬁd”eg;eﬂyma}sﬁ d(ag a y.UKE/eg(S%%Z_%ygg
yanitlarina neden olmustur. Her iki spazmo- n=15g vg %42 §5+6 27maksr']=9° élra_3| .Ia'
jen ajanla elde edilen prekontraksiyon diizeyi <0.05) ($ekilo1) R ’ yia,
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkli- =L )

Ik bulunmamaktadir (PGF,,: 1.16+0.10

NaHS$ (11M - 10mM)

Gevseme
(% prekontraksiyon)

604 - PGF,, 5
- K"‘

804

100-

0.5 mN/m

6 5 4 3 2
NaHS (-Log M)

PgFZu

.
K'I'

Sekil 1. PGF,, (3x10°M) veya K* (100mM) ile prekontrakte edilmis izole retinal arterler iizerine
H,S donérii NaHS'in (10°°-3x10*M) kiimdilatif ilavesi ile elde edilen konsatrasyon bagimli gevseti-
ci etkisi. (A) Orijinal trase (B) Ozet grafik. *p<0.05 K* (100mM) ile prekontrakte retinal arterlerde
elde edilen gevseme yanitina kiyasla.

3. NaHS’in etki mekanizmasinin incelenmesi

3.1.Endotelin ve endotel kaynakl vazodilatorlerin roli

NaHS'in etkisinde endotel kaynakli vazodilatorlerin roli NO sentaz, guanilat siklaz veya siklooksi-
jenaz enzimlerinin spesifik inhibitérleri varliginda ve endotel tabakasi mekanik olarak uzaklasti-
rimis damarlarda incelenmistir (Takir vd., 2011). Damarlarin L-NOARG (10“M), ODQ (10°M),
indometazin (10°M) ile inkiibasyonu veya deendotelize edilmesi NaHS cevabinda herhangi bir
degisiklige neden olmamistir (Emaks: L-NOARG: %60.73+7.62; ODQ: %58.3616.51; indometazin:
%60.66+7.61 varliginda ve deendotelize damarlarda: %59.45+3.37, kontrole kiyasla, n=7-10,
p>0.05) (Sekil 2).
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Sekil 2. PGF, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde kiimiilatif NaHS
(10°-3x10°M) uygulanmasi ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrisi iizerine (A) L-NOARG

(10“*M) (B) ODQ (10°M), (C) indometazin (10°M) ve (D) damarlarin deendotelize edilmesinin
etkisi. p>0.05.

3.2.K™ kanallarinin rolii

NaHS'’in gevsetici etkisinde K* kanallarinin rolii Karp, Ky, Kca'* ve K kanallarinin spesifik inhibitor-
leri varliginda test edilmistir (Takir vd., 2011). Retinal arterlerin Karp kanal inhibitort, glibenklamid
(10°M), non-spesifik K* kanal inhibitorii, TEA (10°M), SKc,™* kanal inhibitorii, apamin (3x107'M)
veya IKca"/BKcea™ kanal inhibitorii, karibdotoksin (10"M) ve apamin (3x10'M) kombinasyonu
inkibasyonu, NaHS cevabinda herhangi bir degisiklik olusturmazken (Emaks: glibenklamid:
%54.884+9.82, n=7, TEA: %57.491+8.72, n=6, apamin: %58.02+11.60, n=9 ve charybdo-
toxin+apamin: %47.29+4.07, n=6 varliinda; kontrole kiyasla, p>0.05) (Sekil 3A-D) K, kanal inhi-
bitdrii, 4-aminopiridin (2x10M) ve K;, kanal inhibitéri, BaCl, (102 M) NaHS cevabinda istatistik-
sel olarak anlamh bir azalmaya neden olmustur (Enaks: 4-aminopiridin: %43.34+3.72 n=12 ve
BaCl,: %47.81+3.89, n=15 varliginda, kontrole kiyasla, p<0.05) (Sekil 3E, 3F).
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Sekil 3. PGFy, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde kiimiilatif NaHS
(10°-3x10°M) uygulanmasi ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrisi iizerine (A) glibenklamid
(10°M), (B) TEA (10M), (C) apamin (3x10'M) (D) apamin (3x10’M) + karibdotoksin (10”'M), (E)
4-aminopiridin (2x10°M) ve (F) BaCl, (10 M) etkisi, n=6-15. p<0.05 kontrole kiyasla.

3.3.L-tipi voltaj-bagimh kalsiyum kanallarinin roli

NaHS’in gevsetici etkisinde L-tipi voltaj-bagimh kalsiyum kanallarinin roli bu kanalin spesifik inhi-
bitorli nifedipin varliginda test edilmistir (Tian vd., 2012). Nifedipin (10°M, 20 dak.) varhiginda,
NaHS cevabinin ortamda nifedipin inkliibasyonu olmadan yapilan kontrolle karsilastirildiginda
benzer dizeyde oldugu bulunmustur (Emaks: nifedipin varliginda: %63.48+3.72; kontrole kiyasla,
n=9, p>0.05) (Sekil 4A).

3.4.Adenilat siklazin roli

NaHS’in gevsetici etkisinde adenilat siklazin roli bu enzimin spesifik inhibitéri SQ 22536 varli-
ginda test edilmistir (Dhaese ve Lefebvre, 2009). Ancak retinal arterlerin SQ 22536 (10°M, 20
dak.) inkibasyonunun, NaHS cevabinda herhangi bir degisiklige neden olmadigi gézlenmistir
(Emaks: SQ 22536 varhiginda: %68.33+5.44 kontrole kiyasla, n=7, p>0.05) (Sekil 4B).
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Sekil 4. PGFy, (3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal arterlerinde kiimiilatif NaHS
(10°-3x10°M) uygulanmasi ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrisi tizerine (A) nifedipin (10°°M,
n=9) ve (B) SQ 22536'in (10"°M, n=7) etkisi. p>0.05 kontrole kiyasla.

3.5.NaHS’in retinal arterin kontraktil reak- 3.6.L-sisteinin retinal arter lizerine etkisi
tivitesi lizerine etkisi

H,S'in izole sigir retinal arterleri Uzerine

gevsetici etkisinin ve gorilen bu etkinin me-

kanizmasinin incelenmesinin ardindan

H,S’in vaskiler reaktivite Uzerine etkileri 3 )

arastiriimistir. Bu amagla retinal arterler tze- 10°M = konsatrasyonda baslayan — (Emais:

) D %6.53+1.10, n=12) ve 3x10>°M da (Emaks:
rine artan konsantrasyonlarda kiimdlatif ola- ? ; - . maks
rak PGFaq (10—8_10— M) veya K' (10mM- %34.6913.12, n=12) maksimuma ulasan

: . tlarina neden olmustur. Retinal
100mM) uygulanmasi ile elde edilen kon- gevseme yanitiarina nede 3 .
santrasyon-yanit egrilerinin  H,S dondru grtt_e_rlerm CBS !nhlplForu, AQA (107M) ile
NaHS (3x10° M, 20 dk) varliginda degisip inkUbasyonu L-sisteinin maksimum gevseme
degdismedigi incelenmigtir. Damarlarin NaHS peyap!_nga azalma_%a r_1eden _o_Iurken CSE
(3x10'3M, 20 dak) ile inkiibasyonu, PGFaq inhibitord, PAG (10 M)vlse etkisiz bulunmus-
(10'8-10'4M) ve K* (10-100 mM) ile elde edi- tur (Emaks AOA varliginda: %21.85+3.46,

: 005 ve E PAG varlidinda:
len maksimum kasilma yanitlari ve pD2 de- p< maks A
gerlerinde istatistiksel olarak anlamli dizey- %30.8415.89, p>0.05 kontrol L-sistein gev-

semesine kiyasla Emaks L-sistein:
de azalmaya neden olmustur (Tablo 1). %34.69+3.12, n=12). Bununla birlikte damar-
Tablo 1. izole sigir retinal arterlerinin NaHS larin deenvd.ojtelllvze edilmesi L-sistein ceva-
(3x10°°M, 20dK) ile inkiibasyonunun PGFq binda degisiklige yol agmamistir (Emaks
(10-8_10-4’M) ve K* (10-100mM) ile elde edi- Deendotelize: %32.56+3.85; Enas Kontrol:

0 —_

len maksimum kasiima (Emaks MN/mm) ve 35.6646.85%, n=5, p>0.05).
pD2 (-Log M) degerlerine etkisi.

H,S prekirsori L-sisteinin etkisi PGF,, ile
prekontrakte retinal arterlerde incelenmisgtir.
Myograf sistemin organ banyosu kanallarina
L-sisteinin  (10°-3x10>M) ilave edilmesi

PGFyq TARTISMA VE SONUG

E D2 . . . .
I maks & L Nitrik oksit, prostaglandinler, endotelin-1 vb
Kontrol | 1.2040.08 5.2340.07 cok sayida endojen vazoaktif madde, damar

+NaHS 1.06+0.05* 4.73+0.05* 7 endoteli velveya retinadan salinarak retinal

K* arterlerin tonlUstnin lokal olarak
dizenlenmesini saglamaktadir (Maenhaut

Emas pD2 n vd., 2007). Son yillarda yapilan galismalarda
Kontrol | 0.70£0.05 1.64£0.10 ’ bir bagka endojen faktér olan H,S'’in nitrik
+NaHS 0.55+0.05* 1.41+0.04* 7 oksit benzeri gekilde fizyolojik olaylarda rol
* p<0.05 kontrole kiyasla. aldigi, ayrica gézde sentezlendidi ve okuler

dokularda bulundugu gosterilmistir (Persa
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vd.; 2006; Pong vd., 2007). Gozde fizyolojik
olaylarin isleyisinde lokal vazoaktif
maddelerin buyuk rol oynadidi bilinmektedir.
Bu nedenle, gazotransmitter  olarak
tanimlanan H,S'in gbézde bulundugunun ve
sentezlendiginin ortaya konulmasi fizyolojik
olaylarda rol oynayabilecegini
disundirmektedir. Calismamizda, hidrojen
sulfarin  (H,S) izole sigir retinal arteri
Uzerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir.
H,S dondrt NaHS'in in vitro uygulanmasi ile
elde ettigimiz bulgular, H,S’in izole sigir
retinal  arterlerin  vaskller  tonUsunun
dizenlenmesinde rolu olabilecegini agiga
clkarmis ve H,Sin retinal arterlerde
olusturdugu etkinin mekanizmasinin
aydinlanmasini saglayacak sonuglar ortaya
koymustur.

Retina, farkli hiicre g¢esitlerini barindiran
birden fazla katmandan olusan ve gérme
olayinin meydana gelmesinde 6nemli olan
bir tabakadir. Retinanin oksijen ve besin
ihtiyaci retinal ve koroidal dolagim adi verilen
anatomik ve fonksiyonel olarak farkl iki

dolagim taru ile saglanmaktadir. Retinal
dolagimin otonomik innervasyonu
bulunmamaktadir. Bu nedenle retinal

sirkllasyon sistemik dolagsimda bulunan
vazoaktif maddeler veya retina tabakasi
velveya retinal arterlerin endotel
tabakasindan salinan faktorler ile lokal
olarak dizenlenmektedir (Delaey ve Van de
Voorde 2000, Maenhaut vd., 2007). H,S
endojen olarak esasen PLP bagiml ve
dokuya spesifik enzimler olan CBS ve CSE
ile L-sistein’den Uretilmektedir ve
néromodulatér, ndroprotektif, antinosiseptif,

antiinflamatuvar, diz kas gevsetici,
kardiyoprotektan ve antihipertansif gibi
Oonemli fizyolojik etkilerinin oldugu

distnUlmektedir (Li vd., 2006, Gadalla ve
Snyder 2010, Liu vd., 2012). Ancak retinal
sirkllasyondaki onemi hentiz
aydinlatilamamistir.  Yeni ¢alismalar ise
H,S’in gbzde de sentezlendigi belirlenmis ve
retinal kan akiminin dizenlenmesinde
rolinin olabilecegi dustunulmastir. H,S’in
cesitli okller dokularda da varligi gosterilmis
ve okiler diz kaslari gevsettigi ve iris siliyer
cisimciklerinde gevsemeye neden oldugu
bildirilmistir (Kulkarni vd., 2009). Ancak
H,S’in retinal arter tonlstndn Uzerindeki
etkisi heniz bilinmemektedir. Calismamizda,
H,S’in kismen K, ve K; kanallarinin agiimasi
aracihigl ile retinal arter tonlslnde etkili
olabilecegi ortaya konmustur.
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NaHS akéz sollisyonlarda [HS] ve [Na']
iyonlarina disosiye olmakta ve ardindan
[HS] su ile reaksiyona girerek H,S’i meyda-
na getirmektedir. Al-Magableh ve Hart
(2011) H,S’e duyarli elektrodlar kullanarak
yaptiklari calismada, NaHS 37°C sicaklikta
Krebs soliisyonunda ¢6zindlugiinde
%10’undan daha az bir kisminin serbest H,S
olarak bulundugunu bildirmistir. Buna ilave-
ten, H,S’in kan ve dokulardaki fizyolojik kon-
santrasyonunun 1-300 yM civarinda oldugu
gOsterilmistir (Abe ve Kimura 1996, Zhao
vd., 2001, Liu vd., 2012). Deneylerimizde
kullanilan Krebs solusyonunun sicakhgi
(37°C) g6z 6niine alindiginda NaHS’in mak-
simum gevsetici etkisinin goruldugu konsant-
rasyon (3x10°M), H,S'in fizyolojik diizeyleri
ile karsilastirilabilir  seviyededir. Ayrica,
NaHS daha 6nce yapilmis olan in vitro ¢a-
lismalarda 1 yM’dan 10 mM’a varan genis
bir konsantrasyon aralidinda kullaniimistir.
Bu konsatrasyonlar da bizim kullandigimiz
NaHS konsantrasyonuna benzerlik goéster-
mektedir (10 - 3x10°M) (Cheng vd., 2004,
Cheang vd., 2010, Al-Magableh and Hart
2010).

PGF,, ve K"un etki mekanizmalari farkh
olan iki spazmojen oldugu bilinmektedir.
Damar preparatlarinda PGF,, ile elde edilen
kasilma yaniti diz kas hicrelerinde reseptor
aracili kalsiyum kanallarinin aktive olmasi ile
meydana gelirken K* depolarizasyonunu
indUkleyerek kasilma yanitina neden olmak-
tadir. izole sigir retinal arterlerinin endotel ve
diz kas gevseme kapasitelerini o6lgcmek
amaciyla, damarlar PGF,, ile prekontrakte
edilmis ve kimdalatif olarak Ach ve SNP uy-
gulamasiyla konsantrasyon-bagimli gevse-
me yanitlari elde edilmistir. SNP ile elde
edilen maksimum gevseme yaniti Ach ile
elde edilenden daha gugltudir. Bulgularimiz,
bu iki spazmojen ile prekontrakte edilen sigir
retinal arterlerinde NaHS'in 10*M ve (zeri
konsantrasyonlarinda gevseme vyanitlari
olusturdugunu ortaya koymaktadir. Bu so-
nuglar, damar reaktivitesi lzerinde yapilan
deneyler ile paralellik gdstermektedir. Retinal
arterleri NaHS ile inkiibe etmek (3x103M, 20
dk) PGF,, ve K ile elde edilen maksimum
kasilma yanitlarini ve bu spazmojen ajanlara
kars! duyarlihdi disirmastir. Bulgularimiza
paralel olarak sigan aorta halkalarinda
NaHS’in 50-60 pM Uzerindeki konsantras-
yonlarinda gevseme yanitini indikledigi bil-
dirilmistir (Zhao vd., 2001, Sun vd., 2011).
Bununla birlikte Ali vd., (2006) sigan aorta
halkalarinda 100 yM’ye kadar olan konsant-



rasyonlarda tam tersi bir etki gdstermistir.
ilging olarak, NaHS’in diisiik konsantrasyon-
larinda goOzlemlenen kastirici etkisi diger
bazi vaskiler preparatlarda da, internal me-
me arterinde (Webb vd., 2008) ve sican
pulmoner arterinde (Sun vd., 2011), goril-
mustur.

Retinal arter, “arter” olarak adlandirilsa bile
aslinda yapisi ve boyutu nedeniyle “arteriyol”
olarak tanimlanabilir. Bizim bulgularimiz ile
paralel sekilde sigan koroner (Cheang vd.,
2010), mezenterik (Denizalti vd., 2011) ve
serebral (Tian vd., 2012) arterlerinde yapilan
galismalarda NaHS’in 100 uM ve Uzeri kon-
santrasyonda belirgin gevseme olusturdugu
bildirilmistir. Retinal arterlerde NaHS ile elde
edilen maksimum gevseme yanitinin diger
rezistans arterlerin maksimum gevseme
yanitlarina gore daha az oldugu gézlenmigtir
(Cheng vd., 2004, Cheang vd., 2010, Tian
vd., 2012). Bununla birlikte bu galismlarda
uygulanan maksimum NaHS konsantrasyon-
lari bizim calismamizda kullandigimiza ki-
yasla daha yuksektir. Calismamizda kullan-
digmiz maksimum NaHS konsantrasyonla-
rinda sican mezenterik ve sigan koroner
arterlerinde olusan NaHS gevsemelerinin
benzer dizeylerde oldugu da gdzlenmekte-
dir (Cheng vd., 2004, Cheang vd., 2010,
Tian vd., 2012).

Retinal arter tonustnin NO ve vazodilatator
prostaglandinler ile dizenlendigi bilinmekte-
dir (Nielsen ve Nyborg 1990, Delaey ve Van
de Voorde 2000). NO ve H,S arasinda siner-
jistik bir etkinin oldugu bildirilmistir (Hosoki
vd., 1997). Bunlara ek olarak damarlarin
endotel tabakasinin ortadan kaldiriimasi
veya endojen nitrik oksit Uretiminin bloke
edilmesinin de H,S ile elde edilen gevseme
yanitini azalttigi gosterilmistir (Zhao ve ark.
2001, Cheng ve ark. 2004). izole domuz
irisinde siklooksijenaz yolaginin inhibisyonu-
nun NaHS ile indiklenen gevsemeyi poten-
siyalize ettigi bildirilmistir (Monjok vd., 2008).
Yakin zamanda NaHS'in sigir, domuz ve
sican retinasinda sAMP Uretimini stimule
ettigi ortaya konulmustur (Njie-Mbye vd.,
2010 ve 2012). Calismamizda, retinal arter-
lerin NO veya siklooksijenaz yolaginin bili-
nen inhibitérleri ile inkibe veya damarin
mekanik olarak deendotelize edilmesinin
NaHS ile elde edilen gevseme yanitinda
degisiklige neden olmadigi gosterilmistir. Bu
bulgu, izole sidir retinal arterinde NaHS ile
elde edilen gevseme yanitinda endotel kay-
nakli vazodilatatér faktérlerin rol oynamadi-
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gini gostermektedir. Daha 6nce sigan koro-
ner (Cheang vd., 2010) ve serebral (Tian
vd., 2012) arterlerinde yapilmis olan calis-
malarin bulgulari da bizim sonuglarimizi
destekler yondedir. Fare aortasinda da
NaHS’in damarlarin endotel tabakasindan
veya guanilat siklaz, adenilat siklaz yolakla-
rindan bagimsiz birsekilde ¢esitli iyon kanal-
lari araciligiyla gevseme yaniti olusturdugu
gOsterilmistir (Al-Magableh ve Hart 2011).
Bu veriler de, ¢alismamizda guanilat siklaz
inhibitdrd ve adenilat siklaz inhibitora varli-
ginda NaHS etkisinde bir degisiklik gézlem-
lemedigimiz bulgular ile uyumluluk goster-
mektedir. Sonu¢ olarak  bulgularimiz,
NaHS'in sigir retinal arterindeki gevseme
yanitinin endotelden ve endotelyal vazodila-
tatorler olan NO ve prostasiklinden bagimsiz
olarak gergeklestigini, guanilat/adenilat sik-
laz yolaklarinin aktivasyonu ile iligskisi bu-
lunmadigini géstermektedir.

Dihidropiridinlere duyarh L-tipi voltaj bagimh
kalsiyum kanallari diz kas hicrelerinin hiucre
ici kalsiyum seviyesinin dizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Daha 6nce yapil-
mis olan bir ¢calismada, H,S'’in retinanin 1sik
ile indiklenen dejenerasyonundan, kalsiyum
influksini diizenleyerek korudugu 6ne sril-
mustir (Mikami vd., 2011). Bir baska calis-
mada organ banyosu ortamindan kalsiyumu
uzaklastirmanin veya sigcan aortasini nifedi-
pin ile inkibe etmenin H,S ile indlklenen
gevseme yanitini  azaltti§i  gosterilmistir
(Zhao ve Wang 2002). Fare aortasinda (Al-
Maglableh ve Hart 2011) ve sigan serebral
arterinde de (Tian vd., 2012) benzer g6z-
lemler oldugu ortaya konulmustur. Bunlara
karsin, fare gastrik fundus seritlerinde H,S
yanitlarinin nifedipine duyarhliginin olmadigi
bildirilmistir (Dhaese ve Lefebvre 2009).
Calismamizda NaHS'’in olusturduju gevse-
me yaniti L-tipi voltaj bagimh kalsiyum kanal
blokéru nifedipinin varhiginda degisiklik gos-
termemistir. Bu bulgu H,S ile retinal arterde
olusan gevsemenin voltaja duyarli Ca™" ka-
nallarina etkisi araciligiyla gergceklesmedigini
gOstermektedir. Daha énce yapilmis olan
galismalar ile bizim bulgularimiz arasinda
gorilen celiskinin agiklanmasinda; damarla-
rin L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanal yo-
gunluklarinin, kontraktil proteinlerin hicre igi
kalsiyum seviyelerine olan duyarliliklarinin,
damar gesitlerinin, yapilarinin ve boyutlarin-
daki farklihklarin H,S’in etkisinin L-tipi voltaj
bagimh kalsiyum kanallar ile iligkisinin yar-
dimci olabilecegi distnilmektedir.



K* kanallarinin aktivasyonu ile damarlarda
gevseme yanitlarinin indiklendigi bilinmek-
tedir (Nelson ve Quayle 1995). Fare mezen-
terik arterlerinde Karp kanallarinin glibenkla-
mid ile bloke edilmesinin NaHS ile indlkle-
nen gevsemeyi azalttigi  gosterilmistir
(Cheng vd., 2004). Benzer bulgular fare aor-
tasinda da elde edilmistir (Al-Maglableh ve
Hart 2011). CSE geni silinmis olan farelerde
yapilan bir ¢alismada H,S’in mezenterik
arterler ve aorta diz kasinda Katp, Kcas+ il
Kir kanallarini aktive etmek suretiyle hiperpo-
larizasyona neden olarak gevseme yanitini
indukledigi gosterilmistir (Mustafa vd., 2011).
Bununla birlikte, sigan koroner arterlerinde
ise H,S’in gevseme yanitinda Karp kanallari-
nin rolinin olmadigr bildirilmistir (Cheang
vd., 2010). Ayrica, sigan serebral arterlerin-
de NaHS ile induklenen gevseme yanitinin
K* kanallarinin bilinen inhibitérlerine karsi
duyarsiz oldugu ileri surdlmastar (Tian vd.,
2012). Bu veriler, H,S’in gevsetici etkisinde
K* kanallarinin roliniin incelenen damar
yatagi ve tire gore farklilik gosterdigini orta-
ya koynaktadir. Calismamizda elde ettigimiz
sonuglar, daha 6nce yapilmis olan bazi ¢a-
lismalarla benzerlikler ve digerlerinden ise
farklilk géstermektedir. Prekontrakte edilmis
olan retinal arterlerde NaHS ile olusan gev-
seme yanitinin Katp ve SKca++ kanallarinin
aktivasyonu aracilidi ile olusmadigini ortaya
koymakta ve bu bulgu si¢an serebral arterle-
rinde daha 6nce yapilmis olan bir ¢galismanin
sonuglari ile paralellik gostermektedir (Tian
vd., 2012). Bununla birlikte, CSE geni silin-
mis olan farelerin mezenterik arterleri ve
aortalarinda (Mustafa vd., 2011) ve fare aor-
tasinda (Al-Maglableh ve Hart 2011) yapilan
calismalara benzer sekilde 4-AP ve BacCl,
varliginda NaHS yanitlarinda goézlenen ista-
tistiksel anlamh azalma NaHS'in retinal ar-
terdeki etkisinin K, ve K; kanallarinin akti-
vasyonu ile kismi olarak iligkili oldugu ortaya
koymustur. Sigan koroner arterlerinde de
bizim sonuglarimiza paralel sekilde NaHS ile
indUklenen gevseme yanitinin K, kanal inhi-
bitéri olan 4-aminopiridinin varliginda azal-
digi bildirilmistir (Cheang vd., 2010). Bulgu-
larimiz, H,S'in sigir retinal arterinde K™ ka-
nallarinin alt tipleri olan K, ve K; kanallari
araciligiyla etki gosterdigini ortaya koymak-
tadir. Bu farkhlik hayvanin tiri ve deneyler-
de kullanilan damarin tipi, boyutu ve yapisi
ile iligkili olabilmektedir ve ileri ¢alismalarin
yapilmasina ihtiya¢g duyulmaktadir.

Yapilan ¢alismalarda H,S’I sentazleyen CBS
ve CSE enzimlerinin memelilerin okuler do-
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kularinda varhigi gosterilmistir (Persa vd.,
2006; Pong vd., 2007). Bezer sekilde CBS
ve CSE inhibbitorlerinin sigir retinasinda H,S
Uretimini azalttig1 bildirilmistir (Kulkarni vd.,
2011). Ayrica H,S prekirsord L-sisteinin
CBS ve CSE aracili H,S Uretimine neden
olarak prekontrakte izole domuz irisinde
inhibitor etki gosterdigi de ortaya konmustur
(Ohia vd., 2010). Calismamizda izole sigir
retinal arterler GUzerine L-sisteinin gevsetici
etkisinin CBS inhibitori, AOA varlhiginda
azalirken CSE inhibitori, PAG varliginda
veya damarlar deendotelize edildiginde de-
gismedigini gozlemledik. Bu bulgular muh-
temelen CBS enzimi tarafindan (Uretilen
H,S'’in retinal arter tonlsinin regllasyonun-
da rolUnun olabilecedini dusundurmektedir.

Sonug olarak H,S dondri olan NaHS’in hem
PGF,, hem de K ile prekontrakte edilmis
olan retinal arterlerde gevseme yaniti olus-
turdugu ve paralel olarak retinal arterlerin
her iki spazmojene kargi olan duyarlihdini da
azalttigr ortaya koyulmustur. NaHS'in etkisi
endotelden ve endotel kaynakli vazodilator
faktorlerden, bu faktorlerin aracilik ettigi hic-
resel mekanizmalardan bagimsiz olarak
gerceklesmektedir. Retinal arterde etkisi
bulunan NaHS konsantrasyonlari daha énce
bildirilen  fizyolojik konsantrasyonlar ile
uyumludur. Buna gore retinal arter tonUsu-
ndn regllasyonunda bilinen lokal vazoakiif
maddelerin yanisira H,S’in de rol oynayabi-
lece@i ortaya konulmustur. NaHS’in retinal
arterler Gzerine olan gevsetici etkisi kismen
Ky veya K kanallarinin aktivasyonu araciligi
ile meydana geldigi disiniimektedir. Bulgu-
larimiz, retinal arter veya ven oklizyonu,
iskemi/reperfizyon (I/R) hasari, diyabetik
retinopati vb retinopatileri indikleyen patolo-
jik durumlarda H,S’in retinal arter tonlisina
dizenleyerek katkisinin olabilecegi dusin-
dirmektedir.
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