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Damar diiz kasinin kasilmasi / gevsemesi, hticre boélinmesi,
hticresel motilite, hormon sekresyonu, metabolizma, sinir sisteminin
isleyisi, protein dénglisii, gen ekspresyonu, gelisim ve programli hiicre
oliumti  (apoptoz) gibi sureclerde kalsiyumun islevsel O6nemi
bilinmektedir. Bu nedenle calismalar uzun bir stire boyunca hticre ici
kalsiyum iyon derisimindeki ([Ca*?];) degisimlere odaklanmistir. Hulicre
icinde kalsiyuma baglandigl zaman spektral 6zellikleri degiserek gercek
zamanli [Ca*?]; degisimlerini izlemeye olanak veren fluoroforlarin
gelistirilmesi derisimden cok yer ve zamana bagli [Ca*?]; degisim
kalibinin 6nemli oldugunu goéstermistir. Degisim kalibinin yani sira
sinyallerin yerel ya da ktiresel olusu da htuicresel islevi belirlemektedir.

Farmakolojik arastirmalarda damar diiz kas: sik ¢alisilan bir doku
tipi olmustur. Fura-2 ile yuklenmis izole bir damarda kasilmalar es
zamanli 6l¢tildigiinde membran depolarizasyonuna baglh olarak artan
[Ca*?]; ile iliskili stabil kasilmalar izlenebilir. Ancak Indo-1 yukla bir diz
kas preparati1 cift-foton lazer taramali konfokal mikroskopta
incelendiginde sabit potasyum klortir derisiminde her bir dtiz kas
hiicresinin bir ucundan digerine 1 saniye araliklarla goc¢ ediyormus gibi
gortlen kuresel ritmik kalsiyum sinyalleri olusur. Bu aslinda 6l¢cme
tekniginin niteligi ve duyarhg ile ilgili bir algilamadir. Ozetle, huicreler
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fura-2 ile ytklenir ve ylizeyel spektrofluorimetri yontemi kullanilirsa
boyanin kompartmentalize olmasi nedeni ile olasiikla yuzeyel
bolgelerdeki degisimler izlenebilir. Eger tim hicre icinde dagilim
gosteren bir boya kullanip lazer tarayicili bir konfokal mikroskop
kullanilirsa Ca*? kivileimlart (sparks) veya kuresel dalga hareketleri
gorulebilir. Ancak, 100 nm’lik bir alanda [Ca*?]; gradiyentini belirlemek
hentiz olas1 gozikmemektedir. Bu 6l¢ciintin gizemi hlicre membrani ile
onu alttan sinirlayan ytizeyel sarkoplazmik retikulumlar (SR) arasindaki
yaklasik uzaklik olusudur. Bu “dar” alanda tasidiklari sinyal
molektlleri ile “paslasilan” ise 50-100 nm capindaki membran girintileri
olan kaveolalardir.

Damar duz kas hucrelerinde G-proteini aracilign ile yanit
olusturan agonistler hiicre ici Ca*2? derisimini artirarak kasilmaya neden
olmaktadir. Derisimdeki bu artis SR gibi hticre ici depolardan Cat*2
saliverilmesi ve ekstraseltiler alandan hicre icine Ca*? girisi ile
gerceklesmektedir!. Ekstraseltiler Ca*? girisi voltaja-duyarl ve -duyarh
olmayan Ca*? kanallar ile gerceklesmektedir. Derisim artisinda voltaja-
duyarli olmayan kanallarin katkisi daha fazladir ve bu katk: diz kasin
tipine bagh olarak degismektedir2. Bu yolaklar hipertansiyon ve astim
gibi diz kasin asir1 kasilmasi gibi 6nemli hastaliklarin tedavisinde daha
somut hedefler gostermesi nedeni ile diiz kastaki voltaja-duyarh
olmayan reseptér-aracili Ca*? kanallar1 (receptor-operated calcium
channel, ROCC) ve depo-kontrollti Ca*? kanallar1 (store-operated calcium
channel, SOCC) hakkinda daha fazla calisma gerceklestirilmektedir.
Membran depolarizasyonundan bagimsiz mekanizmalar ile reseptor
aktivasyonunun neden oldugu htuicre icerisine Ca*? girisi ROCC aracilig:
ile gerceklesmektedir3. Ligandin baglanmasi kanal proteininin yapisinda
konformasyonel bir degisiklige neden olarak kanal kapisinin ac¢ilmasina
ve hucre icerisine iyonun girmesine neden olmaktadir. Bircok G-
proteinine kenetli reseptor fosfolipaz C- (PLC- ) ile kenetlenmektedir.
Boylece agonistler bu reseptorlerle etkileserek PLC araciligi ile membran
lipidlerinden inositol-1,4,5- fosfat (IP3) olusumuna ve daha sonra
SR’den Ca*? saliverilmesine neden olmaktadir. Reseptér aktivasyonu bu
nedenle SOCC’lerin uyarilmasina da neden olmaktadir.

SOCC kavrami ilk olarak 1986 yilinda Dr. Putney tarafindan ileri
sUrdlmusttrt. Depolardaki Ca*? doluluk oraninin, uyarilamayan
hticrelerde, “kapasitatif kalsiyum girisi” (capacitative calcium entry) ya
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da daha yaygin olarak “store-operated calcium entry” (SOCE) olarak
adlandirilan hticre icine Cat*? girisinin buUytkligint kontrol ettigi
Onerilmistir. Depolarin dolu oldugu kosullarda, Ca*? girisi meydana
gelmezken, depolar bosaldiginda Ca*2? girisi olmaktadir. Depolarin
bosalmasi sonucunda uyarilan Ca*2 girisi agonist ile uzun sUreli
etkilesim Cat*?%  derisiminde yeterli artisin devam ettirilmesine ve
bosalan depolarin agonist uzaklastiktan sonra yeniden doldurulmasini
saglamaktadirs.

SOCE Ca*? osilasyonlarinin genliginin korunmasinda, sitokinlerin
saliverilmesinde®, gen transkripsiyonunda’? ve enzimatik aktivitenin®
devam etmesinde islev géormektedir. Hticre ici Ca*2 depolarini bosaltan
herhangi bir stre¢ SOCE’yi uyarabilmektedir9. 10. Fizyolojik olarak
deponun bosalmasi IP; duzeylerindeki artigla ya da depolardan Ca*2
saliverilmesine neden olan diger Ca*? -saliverici sinyaller araciligi ile
gerceklesmektedir. Bunlarin yaninda  sarkoplazmik-endoplazmik
retikulum Ca*2-ATPaz (sarcoplasmic-endoplasmic reticulum Ca2*-ATPase,
SERCA) inhibitorleri olan tapsigargin (TG)!!, siklopiazonik asit (CPA)!2
ve di-ter-btitilhidrokinon (BHQ)!3 uygulanmasi, kalsiyumun aktif olarak
SR icine pompalanmasini inhibe ederek SR’nin pasif olarak bosalmasi
sonucunda SOCE’yi reseptérden bagimsiz olarak uyarmaktadir.

Cesitli 6nerilerin varligina karsin SOCC’lerin deponun bosalmasi
ile nasil aktive oldugu bilinmemektedir. Deponun bosalmasi, bosalma
mekanizmasindan bagimsiz olarak SOCE’yi wuyarmaktadir. PLC
aktivasyonunu, IP; aktivitesini ve IP; reseptorti (IPsR) Ca*? kanallarinin
acilmasini etkilemedigi icin, TG veya CPA gibi SERCA inhibitorleri
SOCE ile ilgili ¢calismalar icin en uygun ajanlardir. Bircok htuicrede
bulunmasina karsin SOCE bugline kadar daha cok uyarilamayan
hticrelerde calisilmistir. Giris fazini ayirmak icin 6zel bir deney
protokoldi kullanilir. Hucreler Ca*2 bulunmayan ortamda SERCA
inhibitora ile etkilestirildiginde, depolar pasif Ca*? sizmasina baglh gecici
[Ca*?]; artis1 sonrasinda bosalir. Sitozolik [Ca*2] denge konumunda iken
ortama Ca*? eklenmesi sonrasinda izlenen belirgin Ca*? girisi temel
olarak SOCE aracilig: ile gerceklesir!4.

SOCE ile ilgili ¢6ztlmemis iki temel sorun SOCC’lerin molektler
yapilar1 ve deponun bosalmasi ile SOCC’lerin acilisi arasindaki
mekanistik  iliskidir. SOCC’lerin  uyarilmasina iliskin  cesitli
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mekanizmalar Onerilmistir. Bunlar arasinda 1) depo bosalmasinin
depodan saliverilen kalsiyum giris faktérti denilen (calcium influx factor,
CIF) bir mesajc1 aracilig: ile kanallarin acilmasi!® 16, 2) SOC kanallar:
dinlenim durumunda hiicre membraninda bulunmazken, depo
bosaldiginda vezikil fizyonu ile SOC kanallarinin hlicre membraninin
yapisina katilmasil?. 18 ve 3) SOCC’lerin SR membranindaki IPsR’ler ile
dogrudan etkileserek acilmalar1 sayilabilir!®. 20, Son zamanlarda ise
“stromal interaction molecule” (STIM) proteinlerinden STIM1’in SOCE’de
onemli islevi oldugu bildirilmistir. SR membraninda eksprese olan
STIM!l'in Ca*2 baglayict bolge (EF-hand) tasimasi nedeniyle deponun
Ca*2 doluluk oranini algiladigi diistintilmektedir21-23.

SOC Kanallarimin Molektiler Yapist

Meyve sinegi Drosophila melanogasterdeki fotoreseptdér protein
rodopsinin 1s1k ile aktivasyonu PLC stimtlasyonuna (G- proteini
araciigr ile), IP3 olusumuna ve sonucgta surekli bir membran
depolarizasyonuna neden olmaktadir. Depolarizasyon, biri kalsiyuma
digeri sodyum ve kalsiyumun ikisine birden gecirgen iki farkl
kondiiktanstan kaynaklanmaktadir2. Bu yolaklar araciligi ile ozellikle
de Ca*? -selektif olan yolakla fotoreseptér hticreye Cat*? girisi Ca*? -
bagiml 151k adaptasyonu agisindan 6nemlidir. 1969 yilinda Dr. Cosens
ve Dr. Manning izole ettikleri kendiliginden olusan mutant sinekte uzun
stre 1stk  maruziyeti sonrasinda kisa sureli anormal @ Dbir
elektroretinogram (ERG) go6zlemislerdir?¢. Bu mutantlarda 1sik
maruziyeti, surekli yanit yerine sadece gecici bir membran
depolarizasyonu olusturmaktadir (Sekil 1). Yabanil sineklerin
fotoreseptoérlerinde o6lcillen reseptdr potansiyelinin plato fazi mutant
sineklerde goértlmemektedir. Mutant sineklere benzer sekilde, 10 pM
lantan (La*3) uygulanmis yabanil tip sineklerde de 1sik sadece gecici bir
membran depolarizasyonu olusturmustur. Ayrica La*® uygulamasi
mutant sineklerde herhangi bir etki olusturmamistir. Secici olmayan
Ca*2 kanal blokoérti La*s ile yapilan deneyler gézlenen fenomenin bir iyon
kanalindaki bozukluktan kaynaklandigini dustindirmutstir. Sonug
olarak bu mutasyon “transient receptor potential, trp” olarak
isimlendirilmistir.



KALSIYUMUN COK YONLU ISLEVSELLIGINDE TRPC [YON KANALLARININ ROLU 165

Drosophila TRP proteininin fosfoinosit-aracili Ca*2 gecirgen kanal
olarak tanimlanmasi?>: 26 ve memeli homologunun kesfi2? TRP
kanallarindaki Ca*2 sinyali tizerine olan arastirmalarin artmasina neden
olmustur2® 29. Sonug olarak biyolojik mekanizmalara iligkin birbirinden
bagimsiz yapilan cok sayidaki calisma TRP stperailesinin varligini
ortaya ¢ikarmistir.

Yabanil tip Mutant Yabanil tip + La*3

Ca+depolarizasyonu

MNatdepolarizasyonu Ma*depolarizasyonu Na+depolanizasyonu

Sekil 1: Drosophila melanogaster’de TRP kanallarinin kesfi.Yabanil-tip, trp mutant ve
La*3 uygulanmis yabanil-tip sineklerden alinan elektroretinogram (ERG) kayitlar.
Drosophila retinasindaki 1sik yanitina PLC-B ve 1sikla aktive olan kanallar aracilik
etmektedir. Kanallarin aktive olmasi ile sodyumun neden oldugu kisa streli bir
depolarizasyon ve kalsiyumun neden oldugu daha uzun bir depolarizasyon (adaptasyon)
meydana gelir. Mutant ve La*3 uygulanmis yabanil-tip sinekler sadece gecici bir reseptor
potansiyeli gbstermistirso.

TRP kanallarinin cevresel uyarilardaki degisiklikleri ayrimsal
olarak belirleyen evrensel biyolojik sensorler olduklari dustnutlmek-
tedir. TRP kanallar1 sicak/soguk, dogal kimyasal bilesikler (mentol,
kafur, aci biber), mekanik uyaran, lipid tabakanin icerigindeki
degisiklikler gibi bircok uyaran ile acilmaktadir. TRP kanallar1 kan
basinct ve duz kas tonusunun dizenlenmesi, renal Ca*2? / Mg
kontrolti, keskin tad ve kokulu bilesiklerin (hardal, sarimsak gibi),
mekanik degisikliklerin, agrinin, 1sinin, tadin, kokunun, sesin,
feromonlarin, 1$181n algilanmas: gibi 6nemli bircok sUrecte islev
gormektedir (Tablo 1)31.

Amino asid benzerliklerine gbére TRP superailesi 7 alt gruba
ayrilmaktadir: TRPC (klasik ya da canonical, TRPC1-7), TRPM
(melastatin, TRPM1-8), TRPV (vanilloid reseptdér, TRPV1-6), TRPA
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(ankyrin zengin protein, TRPA1), TRPP (polisistin), TRPML (mukolipin),
TRPN (NOMPC, “no mechanoreceptor potential” C)31-36,

Hidropati analizlerine gbére neredeyse tim iyon kanal
proteinlerinin iki boyutlu topolojik yapisinda varolan membrani 6 kez
gecen bolgelerin (transmembran, TM1-6) varligi TRP kanallarn icin de
onerilmektedir. Cok huicreli organizmalarda gortilen geleneksel bir Ca*2
ve Na* kanali tek bir gen tarafindan kodlanan 4 adet 6-TM peptid
bolgesi icerirken TRPler tek tek kanal 6zelligi gdsterebilmelerinin yani
sira birden fazla tiyesinin multimerik bilesimleri da kanal 6zelliklerini ve
iyon seciciliklerini degistirebilmektedir. TMS ve 6 segmentleri arasindaki
hidrofobik halkanin iyon kanali olusturan por oldugu ve —-NH, ve -
COOH wuglarinin sitoplazmada bulundugu duastnudlmektedir. TRP
alttipleri homo- ya da heterotetramerik yapilar olusturarak islev
gdstermektedirler3? 37-39, Islevsel TRP kanallarinin in vivo ortamda bir
araya gelisi homo/heteromultimerlesme ve yapisal proteinlerle
etkileserek yonetildikleri distintilmektedir40. Farkli dokularda onerilen
fizyolojik islevler ile TRP kanallarinin heterolog ekspresyon
sistemlerinde gozlenen 6zellikleri arasindaki farkliliklar bu olusumlar ile
aciklanabilir.
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Tablo I: TRPC kanallar1 icin oOnerilen aktivasyon mekanizmalari,
igslevleri ve iliskili oldugu olast hastaliklar. SOC: Store-
operated Ca*2; DAG: Diacil gliserol.

Gen Aktivasyon Islevi lligkili oldugu Kaynaklar

mekanizmasi hastaliklar

TRPC1  SOC? Purkinye hucrelerinde  Astim, kronik (41-47)

eksitator postsinaptik  obstriiktif akciger

akimin olugumu, hastaligi, B

mekanosensor, hiicrelerinde bagigik

bilyime yanit yetersizligi,

konisinin kalp hipertrofisi,

yonlendirilmesi norodejeneratif
bozukluklar,
Duchenne kas
distrofisi

TRPC2 SOC?, DAG Feromon algilama Hayvanlarda kargi (48, 49)

cinsi tanimada
bozukluk, davranig
bozuklugu

TRPC3  SOC, DAG, BDNF-aracil Idiyopatik pulmoner (50-52)

ekzositoz noronal farklilagma, arteryal
vazomotor islev, hipertansiyon, kalp
solunum yolunun hipertrofisi, esansiyel
diizenlenmesi, hipertansiyon
bilylime konisinin
yonlendirilmesi
TRPC4  SOC? vazomotor iglev, Endotelyum-bagimli (53, 54)
mikrovaskiler gevseme ve
gecirgenlik endotelyal bariyer
islevinde bozukluk
TRPC5  SOC?, Bilyume konisinin (55)
ekzositoz yonlendirilmesi, beyin
geligimi

TRPC6 DAG Vazomotor iglev, Idiyopatik pulmoner (46, 47, 50, 56-58).

diz kas kasilmasi, arteryal
trombosit hipertansiyon, kalp
agregasyonu, hipertrofisi,
mekanosensor Duchenne kas
distrofisi,
glomerilloskleroz,
Alzheimer hastaligi
TRPC7 SOC?, DAG Bagisik yanit - (59)

?: SOCC bilesiminde olup olmadig: kesinlik kazanmamaistir.
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Memeli hucrelerinde depo bosalmasinin ardindan aktive olan
SOCC ile Drosophila’da (ve trp-yoksun mutant) 1sik ile aktive olan Ca*2
giris yolag1 arasindaki islevsel benzerlik, SOCE'yi saglayan proteinin, trp
geni tarafindan kodlanan protein ile benzerlik go6sterebilecegini
dustndtrmektedir26. TRP kanallar: voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin
(voltage-operated calcium channels, VOCC) a;-alt biriminin membram
gecen bolumlerine yapisal olarak benzemesine karsin VOCClerde
voltaja duyarlig: olusturdugu dustintlen cok sayida pozitif ytik tasiyan
S4 bolgesi TRP proteininde bulunmamaktadir?. Ayrica VOCC’lerin a;-alt
birimi tek gen tarafindan kodlanirken TRP kanallarinin her biri farkl
genler tarafindan ifade edilmektedir.

Hucre kultirindeki uyarimis-ekspresyon calismalar: ile hemen
hemen tiim TRPC kanal proteinlerinin SERCA inhibitérleri ile aktive
olabildiginin go6sterilmesi sonucunda TRPC kanallarinin SOCC olarak
tanimlanabilecegi 6nerilmistir®®. SOC kanallarinin temelini olusturan
TRPC’lerin molektler kompozisyonu distntldiginde en 6nemli konu
bu proteinlerin hicrenin dinlenim/uyarilmis hali, bulundugu
dokunun/hticrenin tipi, endojen/heterojen ekspresyonu gibi 6zelliklere
bagli olarak homo/heteromultimer alt birimlerinin ve islevlerinin farklh
olusudur.

Memelilerde toplam yedi adet TRPC proteini (TRPC1-7)
belirlenmistir2®. TRPC ailesi dizi ve islevsel benzerliklerine gére 3 alt
gruba ayrilmaktadir: TRPC1/4/5, TRPC3/6/7 ve TRPC237. Fare ve
sicanlarin aksine insanlarda sadece alti TRPC proteini eksprese
edilmektedir, ¢cuinkt fare ve sicanda vomeronazal organda feromon-
duyargasi olarak islev géren TRPC2 proteinini kodlayan gen insan
genomunda prematliire sonlanma bolgesi icerdiginden yalanci gen
(pseudogene) olarak tanimlanir®!.

Yedi adet memeli TRPC alt tipinin sitoplazmik C-ucunda TRP
kutusu (TRP box) olarak isimlendirilen degismeyen bir amino asit dizisi
bulunmaktadir. C-ucunda ayrica evrim sUresince korunmus prolince
zengin bir motif, kalmodulin/IP3R baglanma (Calmodulin/IPsR Binding,
CIRB) bélgesi ve cift buktlmus sarmal (coiled-coil, CC) bolgesi oldugu
onerilmektedir. Ayrica TRPC4 ve TRPCS proteinlerinin uzamig C-
uclarinda bir PDZ (Post-synaptic density protein, Disc-large tumour
supressor, Zonula occludens protein)-baglanma boélgesi bulunmaktadir.
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N-ucunda 3 ya da 4 adet ankirin (ankyrin) tekrarlar tasimaktadir37. 62.
Ankirin tekrarlarinin 33 aminoasitten olustugu ve protein-protein
etkilesimlerine aracilik ettigi distnutlmektedir®3. Diger protein-protein
etkilesim bolgelerinin aksine ankirin tekrarlari korunmus bir yapi ya da
diziyi tanimamalarina karsin baglanma ortaklar1 ile baglanma
ylzeylerini birbirine uygun hale getirir. Bu nedenle TRPC ankirin
tekrarlar1 ile etkilesen bilesenlerin 6ngdrtilmesi zordur. Eger TRP
heteromerik kanallarin bir alt birimi ise ankirin tekrar1 TRP
yerlesiminde ve alt birim etkilesimlerinde islevsel olabilir (Sekil 2).

Ekstraseliiler alan

Hiicre membrani

Sitozol

TRP kutusu

Homer baglanma
bdélgesi

Ankyrin tekrarlan Kalmodulin IP+eseptir

baglanma bdlgesi

NH, TRPC4 ve C5
PDZ biélgesi

Sekil 2: TRPC ailesi i¢in 6nerilen membran topolojisi. Kanalin dtizenlenmesinde 6nerilen
ve protein-protein etkilesimlerine aracilik eden O6nemli boélgeler belirtilmistir. TM:
transmembran, membrani gecen bélgeler; P: pore, iyon kanali olusturan bolge.

TRPC1 yaygin doku dagilimi gésteren bir proteindir ve bu kanal
icin bircok aktivasyon mekanizmasi ve fizyolojik rol 6nerilmistir. TRPC1
yuksek miktarlarda diz kas, beyin, kalp, testis, over, endotel hiicreleri
ve salgi bezlerinde eksprese edilmektedir®3. TRPC1 proteinindeki E576K



170 HACETTEPE UNIVERSITY JOURNAL OF THE FACULTY OF PHARMACY

(E, glutamik asit; K, lizin) ya da D581K (D, aspartik asit) mutasyonlarin
SOCE’yi azaltirken Na*® akimini degistirmemesi bu boélgenin Cat*?
selektivitesi icin 6nemli oldugunu gostermektedir®t. Geleneksel olarak
bu tir mutasyonlarin selektif olmayan bir kanalin o6zellikle Ca*2
gecirgenligini etkileyebilecegi duistintlemez. TRPC1 kanali genellikle
SOCC’ler icin bir aday olarak Onerilmektedir®>. Fakat baz
arastirmacilar tek basina eksprese oldugunda TRPC1 kanalinin TG ya
da IP3in neden oldugu depo-bosalmasina duyarli olmadigini
gostermislerdir. TRPC1 kanalinin sadece diger TRPC izoformlar ile
heterotetramer yapilar olusturarak kanal islevi kazandigina iligkin
kanitlar artmaktadir6.

TRPC1 damar dtiz kas hiticresinde kasilma ve proliferasyonda
6nemli rol oynamaktadir. Sican kuyruk arterinde TRPC1 proteininin
antikor ile blokaji1 endotelinin neden oldugu kasilmay: inhibe etmistir®7.
TRPC1 protein ekspresyonu diiz kas adaptasyonu ve proliferasyonunu
baslatan kosullarda artmaktadir®s.

TRPC1 proteininin subseltiler lokalizasyonu ile ilgili olarak
TRPC1’in hlicre membraninda kompartmantalize olduguna iligkin genel
bir algilama vardir. Sican torasik aortunda [Ca*?]; artisi ve kasilmanin
eszamanl izlendigi bir calismamizda, 10 uM CPA’nin neden oldugu
[Ca*?]); artisinin kasilma olusturmamas: SOC’nin kasilabilir aparat
icermeyen bir hlicre ici kompartmanda hapsedildigini distindirmus-
tarl4. Yine bu kompartmanda artan SOC’nin protein kinaz C ile
kasilmaya kenetlenebilecegi gosterilmistir. Protein kinaz C aktivatéri
forbol dibttirat varliginda olusan kasilmay:r 0,1 mM Ni*2 tamamen
inhibe ederken SOC aracili [Ca*?]; artisin1 kismen inhibe etmigtir. Bu
bulgu kasilmaya kenetlenmeyen arta kalan SOCE’nin kontraktil aparat
icermeyen farkli bir kompartmanda hapsedildigini distindtrmustir.
Geri kalan bu [Ca*?]; artist nikelin artan derisimleri ile tamamen inhibe
edilmistir!4. Guincel bilgilerimiz dogrultusunda elde edilen bu sonuclar
bize 0,1 mM nikelin selektif etkisinin farkli TRPC bilesimlerinin
olusturdugu farklh SOC kanallarindan kaynaklanabilecegini
dustindtrmektedir (Sekil 3). Ayrica TRPC1l’in aracilik ettigi SOCE’nin
non-kontraktil subsarkolemmal bir kompartmanda gerceklestiginin
gosterilmesi de TRPC1’in kisitli yerlesimini desteklemektedir69. 70.



KALSIYUMUN COK YONLU ISLEVSELLIGINDE TRPC [YON KANALLARININ ROLU 171

Hiicre disi  TRPC1 - TRPC1 N soc2  TRPC1
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Sekil 3: Damar diiz kas1 hiicresi icin onerilen kaveolar yapi ve subsarkolemmal
kompartmanlar1 (A ve B) gosteren model. Htucre dinlenim durumunda iken
sarkoplazmik retikulum (SR) Ca*? ile doludur. Kaveolar membranda endotelin reseptori
(ETR), serotonin reseptoru (5-HTR) ve depo-kontrollti kanallar (SOC) gosterilmektedir.
Kaveolada (caveola, C) yerlesik SOC bilesiminde TRPC1, C3 ve C4 proteinlerinin
bulundugu bildirilmistir. Kompartman A’da SOC1, B’de ise nikelin yluksek derisimleri ile
inhibe olabilen SOC2’nin varligi Onerilmistir (Ayrinti icin metne bakiniz)!4. SR
membraninda bulunan sarkoplazmik retikulum Ca*2-ATPaz (SERCA) sitozolden SR
icerisine Ca*2 alimini saglar. Bu kosulda hticre eger endotel hiicresi ise kontraktil aparat
icermez ve endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) (sekilde gosterilmemistir) kaveolin-1 (Cav-
1) proteininin etkisiyle inaktif konumdadir. Ligand (L) reseptor etkilesimi sonucunda IP3
reseptori (IPR) aracilig: ile SR’den Ca*? saliverilir. Depolarin kismen bosalmas:1 SOC’lerin
aktive olmasina neden olur. TRPC1 proteini IPR ile fiziksel olarak etkileserek SOC aracili
Ca*2 girisine aracilik eder. Endotel htucrelerinde [Ca*?]; artist eNOSun Cav-1'den
ayrilmasina neden olarak enzimin aktive olmasina yol acar. 10 uM CPA varliginda depolar
tamamen bosalir ve tim SOC’ler aktive olur. SOC: “Store-operated Channels”, SL: hticre
membrani, “sarcolemma”.
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Hticre membraninda kaveola olarak tanmimlanan bolgeler
benzersiz bir kaplama proteini olan kaveolince (caveolin, Cav-1)
zengindir. Kolesterol ve protein icerigi de yuksek olan bu membran
alanlar1 6zellikle dtiz kas, endotel huicreleri ve fibroblastlarda yogun
olarak bulunmakta ve endositoz, transitoz, kalsiyum sinyali, kolesterol
tasinimi gibi bircok sinyal iletim yolaginda rol oynamaktadir?!. Dliz kas
hiicrelerinin  kasilma /gevseme doénglisii sUresince kalsiyumun
ekstraseliiler alandan sitoplazmaya translokasyonunda kaveolanin rol
oynadig1 bildirilmistir’2. Birbirinden bagimsiz bircok calismada TRPC
(TRPC1, TRPC3 ve TRPC4), endotelin reseptéri (ETR), serotonin
reseptorti  (5-HTR), endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve bu
proteinlerle iligkili sinyal yolaklarinda gorev alan cesitli proteinlerin
(IPsR, Gagq/11, PLC-P proteini gibi) Cav-1 proteini ile birlikte bulundugu
gosterilmistir67. 73-78, Cav-1 baglanmas: genellikle aromatik amino
asitlerce zengin boélgelerde meydana gelmektedir. TRPC ailesinin ttim
Uyelerinin sitozolik N-ucunun TMl’e yakin bolgesinde béyle bir
korunmus bélge bulunmaktadir. Bu bélgenin yoklugu TRPC1’in hiicre
membranina hedeflenmesini énler ve béylece SOCE'’yi etkiler?9.

Depo bosalmasina yanit olarak ekstraseltiler alandan gerceklesen
Ca*2 girisi icin kaveolar bolgeler tercih edilir. Siklodekstrin ile
kolesteroltin ttuiketilmesi sonucunda kaveolar yapinin bozuldugu bir
calismada kaveolada lokalize TRPC1 proteini aracili SOCE’nin74 ve
endotelin-1_(ET-1)'in neden oldugu TRPC1-bagiml kasilmalarin inhibe
oldugu gosterilmistir®”. Ayni yontemin kullanildigir bir diger calismada
ise aj-adrenerjik reseptér ve membran depolarizasyonu aracili kasilma
yanitlar1 inhibe olmazken 5-HT, vazopresin ve ET-1 yanitlarinin
%50°den fazla azaldigl goOsterilmistir8. Bu bulgular ET-1 ve 5-HT gibi
ajanlarin  yanitlarinin olusumunda kaveolar yapinin gerekliligini
gOstermistir. Sican torasik aortunda ise ETR blokérid BQ123 ET-1
yanitlarini tamamen bloke ederken SERCA inhibisyonu varliginda ET-1
kasilmalarini kismen bloke edebilmistir. Bu durum SOCE’nin ETR’nin
kaveola ile birlikte internalizasyonunu artirarak ETR aracili
kasilmalarin uzamasina neden olacagini diustindirmustiré!. Reseptor
internalizasyonunun artisi istenmeyen duiizeydeki vazospastik olgularin
tedaviye yanitini azaltmasi acisindan klinik énem tasiyabilir.

TRPC3 esas olarak beyin, dliz kas ve kalp kasi hiicrelerinde
eksprese olmaktadir. TRPC3 diacil gliserol (DAG) ile aktive olan
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reseptér-kontrollti kanallar olan TRPC3/6/7 alt ailesine dahildir.
ROCC’ler agonistin kanal proteininden farkli yerde bulunan PLC-kenetli
membran reseptdériine baglanmasi ile aktive olmaktadir. Kanal DAG ile
uyarilabilse de TRPC3 TRPC6’nin aksine yuksek bir yapisal aktiviteye
sahiptirt0. TRPC6 geninin susturulmasi sonucunda yapisal olarak aktif
TRPC3 kanallarn TRPC6nin yerini almis ve diz kasa bazal ya da
agonist-aracili Ca*2 girisi artmistir. Sonug¢ olarak, TRPC6 yoksun duiz
kas htuicrelerinin yabanil tip hiicrelere gére daha fazla depolarize olmasi,
VOCClerin de aktivasyonuna neden olarak dtiz kasin tonusunu
artiriré2,

TRPC3 kanalinin kalp kasi, néron ve endokrin hticrelerinde aktif
olan Na*-Ca*? degis-tokuscusu 1 (Na*-Ca*? exchanger, NCX1) ile kenetli
oldugu goésterilmistir. NCX1 iyon degisiminin yénlti membran potansiyeli
ve Na*/Ca*? derisim fark: ile belirlenmektedir. PLC’nin reseptér-aracili
uyarilmasi hucre ici Ca*? derisimindeki artis ile sonuclanir ve bu artis
NCX’in ileri (forward) modunu aktive ederek, TRPC3 kanali aracilig ile
Na* girisine neden olur. Na* girisi ile VOCC’ler aktive olur ve yuksek
[Ca*?]; derisimi ile baskilanan bu kanallarin inhibisyonu gecikir. NCX
hticresel Ca*? sinyalini iki yonlti olarak yonetebildigi icin TRPC3
kanallari ile boyle bir Na* girisindeki artis sonuc¢ olarak hticre ici Ca*?
derisimini artiran, Na* derisimini azaltan, VOCC’leri inhibe eden ve Ca*2
depolarini yeniden dolduran NCX’in ters (reverse) modda calismasina
neden olur®3. 8. Bu durum her iki proteinin de eksprese edildigi dtiz kas
huicreleri icin 6nemli olabilir.

HEK-293 hicrelerinde TRPC3 kanal aktivitesi ve yerlesiminde
hiicre iskeletinin islevini arastiran bir calismada, TRPC3"in Cav-1 ve
yine Cav-1 ile iligkili temel Ca*? sinyal proteinlerini (IPsR, SERCA,
Gag/11, PLC-B) iceren multimerik kompleksler ile birlikte kaveolada
lokalize oldugu go6sterilmistir. Bu kompleksin kaveola ile birlikte
internalizasyonu TRPC3 kanal aktivitesinin kaybolmasina neden
olmustur’s.

TRPC4 proteini diiz kas ve endotelyumda yogun olarak eksprese
edilmektedir85. TRPC4- yoksun mutant farelerle gerceklestirilen
calismada fare vaskuler endotel hucrelerinde SOCE’nin tamamen
kayboldugu ve endotelyuma-bagli asetilkolinin neden oldugu gevseme
yanitlarinin5 ve endotelyal gecirgenligin azaldig gosterilmistir (4.
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TRPC4 geninin ekspresyonunun transkripsiyonel duizeyde siRNA
araciligr ile baskilandigi bir baska calismada da SOCE’nin azaldig
bildirilmistirs®. Bir diger TRPC4 knock-out calismasinda Dr. Lee ve
arkadaslar1 TRPC4 proteininin muskarinik reseptorlerin aktive ettigi
nonselektif katyon kanallarinin 6nemli bir komponenti oldugunu
gostermislerdir8”. Immunohistokimya ve elektron mikroskobisi
calismalarinda TRPC4 proteininin daha cok kaveolada lokalize oldugu
ve Cav-1 proteini ile birlikte eksprese oldugu gosterilmistir?s.

Bircok sinyal molektltiince zengin bdlgeler olan kaveolada eNOS
aktivitesini dtizenleyen Ca*2-baglayan protein kalmodulin de bol
miktarda bulunmaktadir8s. Nitrik oksit (NO) turetimi icin eNOSun
kalmoduline baglanmasi gerekmektedir. eNOS Cav-1’e bagli iken inaktif
durumdadir. Endotel hiicresinin uyarilmasina yanit olarak kalsiyumun
kalmoduline baglanmasi kaveolinin eNOS’tan ayrilmasina neden olur8d.
Cav-1'in eNOS ile negatif yonde etkileserek asetilkolinin neden oldugu
endotelyuma bagimli gevseme yamtlarimi azalttigi gosterilmistir??.
SOCC’ler aracilig: ile kaveolar membrandan giren Ca*2 Cav-1'in eNOS
lUzerindeki inhibitér etkisini kaldirarak NO dUretimini uyarir?’2. 78,
Birbirinden bagimsiz gerceklestirilen bu calismalar TRPC4, eNOS, Cav-1
proteinlerinin, SOCE ve kaveolanin normal damar islevlerinin
stirdtrilmesinde kritik rol oynayan endotelyum icin ortak bir sinyal
yolaginin bilesenleri oldugunu distiindtrmektedir.

Depo-aracili sinyal yolaginin islevsel Uyelerinin ekspresyon
dtizeylerinin karsilikli kontrol edildigi cesitli calismalar bulunmaktadar.
Seth ve arkadaslar1 kalp htcrelerinde SERCA2 genini siRNA ile
susturmuslardir®. Bu calismanin sonunda SERCA2 ekspresyonundaki
azalmaya paralel olarak TRPC4 ve TRPCS ekspresyonlarinda belirgin bir
artis gozlenmistir. SERCA pompasi sitozoldeki Cat*? derisimini
dengelemek tUzere SR icerisine aktif sekilde Ca*? alimina neden
olmaktadir. Deponun igeriginin azalmasina neden olan bu islev kaybi
depolarin dolmasina aracilik eden SOCC’lerden TRPC4 ve TRPCS
proteinlerinin ekspresyonundaki artis ile kompanse ediliyor olabilir.
Yaslanmanin TRPC ekspresyonlari Uzerine etkilerini arastirdigimiz
calismamizda yash sicanlarda TRPC1 proteininin ekspresyonu azalirken
TRPC6 ekspresyonu artmistir®l. Yaslanma calismamizdaki kosullari
olusturmak amaciyla vaskuler hucre kulttirtiinde siRNA ile TRPC1
genini baskiladigimiz bir diger calismamizda da benzer sonuclar elde
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edilmistir92. TRPC ve diger Ca*2 sinyal yolagi proteinleri arasinda
ekspresyon diizeyindeki bu etkilesimin nedensel ya da kompanse edici
olup olmadiginin belirlenmesi tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde
buyltk 6nem tasimaktadir.

TRPC6 en fazla akciger dokusunda dagilim goésteren ve depodan
bagimsiz bir sekilde reseptdr aracili aktive olan DAG-duyarl: bir katyon
kanalidir?3. Bu kanallar hiicre membraninin altindaki veziktllerde
tutulur ve reseptdr aktivasyonuna yanit olarak hizla hticre membranina
tasinir?4. TRPC6 kanalinin damar ve pulmoner diiz kas htcrelerinde
onemli islevi oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. Antisens
oligoniikleotidler kullanilarak TRPC6 geninin susturuldugu bir
calismada TRPC6’nin vasktler aj-adrenerjik reseptdrlerin aktive ettigi
Ca*2 kanallarinin 6nemli bir bileseni oldugu gosterilmistir®5. TRPC6,
A7r5 vaskuler diiz kas hiicre hatlarinda vazopresin, serotonin ve
trombosit-kaynakli bluytme faktért (platelet-derived growth factor,
PDGF) ile uyarilan Ca*2? kanallarini olusturmaktadir®. TRPC6-yoksun
mutant farelerde damar duz kas kontraktilitesinde azalma ve
hipotansiyon olusturmas: beklenirken, agonist-aracili yanitlar belirgin
olarak  yukselmistirs2. S6z konusu durum TRPC3 artisiyla
iliskilendirilmekle beraber TRPC6 yoklugunun islevsel olarak kompanse
edilememesi vaskuler tonusun dtizenlenmesinde TRPC6’nin temel
protein oldugunu distndtrmektedirs2.

Sonug ve gelecege doniik uygulamalar

TRP kanallarinin bir¢cok fizyolojik olayda hucresel algilayicilar
olarak o6nemli islevleri oldugu o6nerilmektedir. Bugltine kadar yapilan
calismalardan elde edilen bulgular TRPC ailesinin SOCC ve ROCCler ile
molektiler ve islevsel iligkisi oldugunu goOstermistir. Bu kanallar ile
calismanin en buytk zorlugu ise farmakolojik modulatérlerinin
bulunmamasidir. Spesifik antagonistlerinin yoklugunun yani sira
multimerik iyon kanalini olusturan Uyelerinin dokuya veya strese bagh
olarak degisim goOstermesi TRP arastirmalarini daha da karmasik
duruma getirmektedir. GUntmuzde TRPC proteinlerinin aktivasyon
mekanizmasi ve fizyolojik islevi tam olarak bilinmemektedir. Astim,
pulmoner hipertansiyon gibi cesitli vasktiler hastaliklarin yani sira bazi
kanser tiplerinin tedavisinde yeni ila¢ hedefleri olabilecek TRPC
kanallarinin islevsel bilesimi ve hiicre ici sinyal mekanizmalari, RNA
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interferans-aracili post-transkripsiyonel gen susturma ile
olusturulabilecek islev kaybi olan fenotipin (loss of function fenotype) ve
transgenik “knock-out” fare modellerinin gelistirilmesi ile netlik
kazanabilecektir.

Ozet
Kalsiyumun cok yonlii islevselliginde TRPC iyon kanallarinin rolii

[lk defa 1986 yilinda meyve sinegi D. melanogaster gbérme
sisteminde varligi gosterilen “Transient receptor potential, trp” iyon kanal
proteinlerinin memeli homologlarinin bulunmas: yeni bir kalsiyum
homeostaz mekanizmasini glindeme getirmistir. Baslangicta sadece
uyarilamayan htcrelerin kalsiyum homeostazinda islevsel oldugu
distntlen bazi TRP kanal proteinlerinin aracilik ettigi depo-kontrollti
Ca*? girisi “store-operated calcium entry, SOCE”nin uyarilabilen hticreler
icin de kritik oldugu bulunmustur. SOCE’de islev géren TRP’ler hticre
ici Ca*™ depolarinin bosalmas: ile uyarilmaktadir. Bu da hicrenin
geleneksel olarak dis uyarilarin yani sira igsel gereksinimler
dogrultusunda da membran iyon gecirgenligini degistirebilecegi
olgusunu ortaya koymustur. SOCE’ye katilan Ca*? kanallar1 diger
katyon kanallarindan farkli olarak altbirim bilesimini yer ve zamana
bagli olarak degistirme yetenegine sahiptir. SOCE'yi farkli kilan bu
o0zellik  bize fizyolojik ve  patofizyolojik sinyal yolaklarinin
arastinlmasinda 6nemli bir firsat vermistir. Proliferatif ve antiapoptotik
streclerle iliskili oldugu gosterilen TRP Ttyeleri ise klinikte yeni
hedeflerin belirlenmesine aracilik etmektedir. Cesitli duyusal algilama,
proliferasyon ve apoptotik sureclerdeki oOnemlerine iliskin artan
kanitlarin varligina karsin bu derlemenin kapsami icinde sadece klasik
TRP iyon kanal proteinleri olan TRPC’lerin vasktler diiz kas ve endotel
hiicre = membranlarinin  6zellesmis  boélgelerindeki  islevsellikleri
tartisilmistir.

Anahtar Kelimeler: depo kontrolli kalsiyum, L-NAME,
siklopiazonik asit, torasik aort.
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Summary

Role of Endothelium on Cyclopiazonic Acid-induced Vascular
Contractions in Rat Aorta

This study investigates the mechanism of action of store-operated
calcium entry (SOCE) on vascular responses in isolated rat thoracic
aorta. For this purpose, effects of cyclopiazonic acid (CPA), a selective
blocker of sarcoplasmic-endoplasmic reticulum Ca?* ATPase (SERCA)
were tested by the use of nitric oxide synthase (NOS) and
cyclooxygenase enzyme inhibitors in intact as well as in endothelium-
denuded tissues. In intact vessels, the transient contractile response
induced by CPA, at concentrations (10 uM) that reportedly deplete the
intracellular Ca2* stores, was elevated drastically in the presence of L-
NAME whereas it was inhibited by indomethacin. On the other hand,
CPA elicited persistent and significant contractions in deendothelialized
vessels despite the presence of both enzyme inhibitors. The data show
that while CPA-induced store-operated calcium entry stimulates the
release of vasoconstricting substances from endothelium and smooth
muscle it also reverses the vasoconstriction via activating NOS. In
conclusion, aging- or disease-related SERCA down-regulation
accompanied by endothelial dysfunction may lead to detrimental
vasospasms.

Keywords: store-operated calcium, L-NAME, cyclopiazonic acid,
thoracic aorta.
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