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Oz

Amagc

Hipoksi néronal hasar agisindan en 6énemli faktorler-
den biridir. Noronlarda eksprese edilen TRPM7 kat-
yon kanallarinin hipoksi ve hiicresel pH degisimleri
dahil bircok faktorle aktive oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle bu arastirmada deneysel calismalarda hi-
poksi modeli olusturmak i¢in siklikla kullanilan kobalt
Klortr (CoCl,) ile induklenen in vitro hipoksi modelinde
TRPM7 katyon kanallarinin gugli blokoru karvakrolin
hiicresel sagkalim ve 6lim parametreleri Gizerine etki-
sinin arastiriimasi amaclanmistir.

Gerec¢ ve Yontem

SH-SY5Y hucreleri kilttr flasklarinda ¢ogaltildi. Hiic-
relere hipoksi uygulamasi i¢in 200 uM CoCI2 iceren
medyum ile 24 saat inkiibasyon yapildi. Karvakrolin
etkisinin sinandi§i grupta ise hicreler TRPM7 kanal
inhibisyonunu saglamak lzere 1 saat karvakrol (250
pUM) iceren medyum ile inkiibe edildikten sonra hipok-
si uygulanarak inkiibasyon tamamlandi. Ardindan kil-
tur kaplarindan kaldirilan hicreler, apoptoz testi, MTT
hiicre canlihgi analizi, reaktif oksijen tirleri (ROT)
dretimi tayini, mitokondriyal membran depolarizasyo-
nu (MMD) tayini ve kaspaz 3, 8 ve 9 enzim aktiviteleri
tayini yapildi.

Bulgular

Kontrole kiyasla hipoksi uygulamasi yapilan grupta
hicre canlihgi azalirken canhligin azaldigini gdsteren
diger parametrelerde (apoptoz, ROT duretimi, MMD
ve kaspaz aktivitelerinde) artis oldugu belirlendi. Kar-
vakrol 6n inkiibasyonu sonrasinda CoCl, ile hipoksi
uygulanan grupta ise hticresel canhihgin distigini
gosteren parametrelerin yalniz CoCl, uygulanan gru-
ba kiyasla anlamh dl¢tide azaldigi gézlemlendi.

Sonug

Karvakrol uygulamasi ile hipoksik kosullarin ortaya ¢i-
kardigi anormal hiicresel hasar durumu ve hicresel
0lum mekanizmalari yavaslatilabilmektedir. TRPM7
katyon kanal ekspresyonu iyi bilinen SH-SY5Y hiic-
relerinde karvakroliin olumlu etkilerinin daha c¢ok
TRPM7 kanallari aracili gerceklestigi distinilmekte-
dir.

Anahtar Kelimeler: Hipoksi, Karvakrol, Néronkoru-
ma, TRPM7 Katyon Kanali

Abstract
Objective

Hypoxia is among the most important factors
regarding to neuronal injury. TRPM7 cation channels,
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which are expressed in neurons, and it is well
known that TRPM7 channels are activated by many
factors including hypoxia and cellular pH changes.
Therefore, in this study, it was aimed to investigate
the effect of carvacrol, a potent inhibitor of TRPM7
cation channels, on cellular survival and apoptotic
parameters in an in vitro hypoxia model induced by
cobalt chloride (CoCl,), which is frequently used to do
hypoxia in experimental studies.

Material and Method

The SH-SY5Y cells were grown in cell culture flasks.
Cells were incubated for 24 hours with medium
containing 200 uM CoCl, to induction of hypoxia. In
the group, in which the effect of carvacrol was tested,
the cells were incubated with a medium containing
carvacrol (250 pM) for 1 h to TRPM7 channel
inhibition, and the incubation was completed by
applying hypoxia for 24 h. Then, the cells detached
from the culture flasks and apoptosis test, MTT cell
viability analysis, reactive oxygen species (ROT)
production determination, mitochondrial membrane
depolarization (MMD) determination and caspase 3,

Giris

Kan oksijen dizeylerinin esik altina dismesiyle do-
kulara yetersiz oksijen gonderimi ile ortaya cikan
durum hipoksi olarak tanimlanmaktadir (1). Noronal
hiicre hasarinin baslica faktérlerinden biri de hipoksi-
dir. Hipoksik kosullarin deneysel olarak indiklenebil-
mesi icin hipoksik kabinlerin yani sira yaygin olarak
literatlirde kullanilan bir diger yéntem de kobalt klortr
(CoCl,) uygulamasidir (2). Asiri reaktif oksijen turle-
ri (ROT) Uretimi, oksidatif stres ve hipoksi indukleyici
faktor-1 alfa (HIF-1a) ekspresyonu artisi gibi fiziksel
hipoksiye bagli hicresel ve molekiler degisiklikler
CoCl, uygulamasi ile de ortaya ¢iktigindan bu yakla-
sim kimyasal hipoksi modeli olarak bilinmektedir (3).
HIF-1a ayni zamanda bir transkripsiyon faktortidur ve
hipoksik kosullarda cesitli gen ekspresyonlarinin di-
zenlenmesinde rol alir (4).

Gegici reseptdr potansiyeli (TRP) katyon kanal aile-
sinin melastatin alt ailesine mensup TRPM7 kanallari
ise hipoksinin de icinde bulundugu bir dizi cevresel
faktérden etkilenmektedir (5). Kapilanma mekanizma-
sina bakildiginda pH, hipoksi, oksidatif stres ve koles-
terol gibi fiziksel faktorler ve kimyasal ajanlarla aktive
olabilen bu kanallarin bilinen en etkili antagonistle-
rinden biri de karvakroldir (6, 7). Karvakrol, kekik ve
hardal turleri gibi cogu aromatik bitki esansiyel yagin-
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8 and 9 enzyme activities were performed.

Results

It was demonstrated that while cell viability decreased
in the hypoxia-induced group compared to the
control, there was an increase in other parameters
(apoptosis, ROS production, MMD and caspase
activities) that reduced to cell viability. It was observed
that the parameters reducing cellular viability were
significantly decreased in the hypoxia-treated group
upon carvacrol pre-incubation compared to the CoCl,

group.

Conclusion

Carvacrol administration can be slowed down to
abnormal cellular damage and cell death mechanisms
caused by hypoxic conditions. It is thought that the
positive effects of carvacrol in SH-SY5Y cells, whose
TRPM?7 cation channel expression is well known, are
mediated by mostly TRPM7 channels.

Keywords: Carvacrol,
TRPM7 Cation Channel

Hypoxia, Neuroprotection,

da bulunan fenolik yapida bilesiktir (8). Karvakrolin
antioksidan (9), antibakteriyel (10), antimikrobiyal
(12) ve anti-enflamatuvar (12) etkileri tzerine cesitli
arastirmalar literatirde mevcuttur. Karvakroliin etkin
bir TRPM7 antagonisti olarak kullanilabilecedi ve bu
kanallar Gizerinde kapatici etkiye sahip oldugu da bir
stredir bilinmektedir (13). TRP kanallari ve karvakrol
Uzerine yakin zamanda yapilan bir baska calisma-
da ise karvakrolin TRPM7’nin yani sira TRPM2 ve
TRPV4 katyon kanallarinin da antagonisti olarak kul-
lanilabilecegdine dikkat ¢ekilmistir (14). SH-SY5Y hiic-
releri ise hem kolinerjik hem de dopaminerjik néron
benzeri nérokimyasal yapilarindan dolayr nérolojik
hastaliklarin arastiriimasinda siklikla kullaniimaktadir
(15). Ayrica TRPM7 ve TRPV4 katyon kanallarinin da
icinde bulundugu TRP ailesine lye kanallardan ba-
zilari SH-SY5Y hiicrelerinde dogal olarak eksprese
edilmektedir (16). Son yillarda yapilan ¢alismalarda
TRPM7 kanallarinin acilma-kapanma mekanizmasi-
nin diizenlenmesiyle kanseri de iceren ¢esitli patolo-
jilerde etkili sonuclar alinabilecegi de vurgulanmak-
tadir (17, 18). Ancak literatiirde CoCl, ile baslatilan
hipokside TRPM7 kanallarinin olasi rolini arastiran
sinirl sayida ¢alisma oldugundan bu ¢alismada gliclu
bir TRPM7 kanal antagonisti olan karvakrolin CoCl,
ile baslatilan hipoksideki olasi etkisinin arastiriimasi
amagclanmistir.



Gerec ve Yontem

SH-SY5Y hicre hatti (CRL-2266, ATCC, ABD) 1:1
DMEM:HAM’'S F12 (D8437, Sigma Aldrich, ABD) ba-
zal medyumu, fetal sigir serumu (FBS, F7524, Sigma
Aldrich, ABD) ve Penisilin-Streptomisin (P4458, Sig-
ma Aldrich, ABD) antibiyotik soliisyonu ile hazirlanan
biylitme medyumunda kilttre edildi (37 °C sicaklik
ve %5 CO2). Sayllari esit sekilde flasklara ekilen hiic-
reler ilk 24 saat inkiibasyondan sonra flasklar gruplara
ayrilarak kimyasal inkiibasyon calismalarina baslan-
di. Gruplar 1- Kontrol, 2- CoCl,, 3- Karvakrol+ CoCl,
olacak sekilde belirlendi. Kontrol grubu biyitme med-
yumu disinda herhangi bir kimyasal madde ile inkiibe
edilmezken, ikinci grup 200 uM CoCl, (C8661, Sigma
Aldrich, ABD) ile 24 saat inklbe edildi (2). Uclinci
grup ise dnce 250 uM karvakrol ile 1 saat inkiibasyon
sonrasinda 200 uM CoCl, iceren medyuma gecilerek
inklibasyonu 24 saate tamamlandi. Tim inkbasyon-
lar tamamlaninca deneysel analizlere gecildi. Her
gruba ait protein absorbans degerleri Bradford reaktifi
kullanilarak belirlendi. Analiz sonuglari protein deger-
lerine nispetle normalize edildi (19).

Hiicre Canliigi Analizi

Gruplarin inkiibasyonlarindan sonra hticre canlligini
belirlemede MTT testi kullanilmistir. Mitokondriyal ak-
tivitesi yuksek olan hicrelerde MTT boyasi (M2128,
Sigma Aldrich, ABD) ile 37 °C de 90 dk inklibe edilen
hicrelerde boyama tamamlaninca suda ¢éziinmeyen
formazan kristalleri olusmaktadir. Dimetil stlfoksid
(D8418, Sigma Aldrich, ABD) ile ¢ozdirllen kristal-
ler kuyucuk okuyucu cihazinda (Tecan Infinite M200
Pro, Avusturya) 490 nm (referans) ve 650 nm dalga
boylarinda okumalar yapilarak alinan veriler kontrole
nispetle grafiklendirilmistir (20). 96’lik plakada (Cos-
tar, ThermoFisher Sci., ABD) yapilan hiicresel canli-
ik testi icin hicreler kuyucuk basina ~5x103 hicre
olacak sekilde ekildi. Bir gece inkiibatérde bekletilen
plakada kuyucuklar gruplara ayrilip inkiibasyonlar ya-
pildi. Bu gruplar; Kontrol, CoCl, (200 uM, 24 saat),
Karvakrol (250 uM, 24 saat), Karvakrol (250 uM, 1
saat), Rutenyum Kirmizisi (RuRed, 1 uM, 24 saat),
RuRed (1 uM, 1 saat), Karvakrol+CoCl, (6nce 1 saat
250 puM Karvakrol ardindan 200 pM CoCl, ile 24 saat
inkiibasyon), RuRed+CoCl, (6nce 1 saat 1 uM Ru-
tenyum Kirmizisi ardindan 200 uM CoCl, ile 24 saat
inklibasyon) gruplaridir.

Apoptoz Testi

Hucresel apoptoz seviyelerinin belirlenebilmesi ama-
clyla Biocolor Apopercentage Dye (Belfast, Kuzey
irlanda) kullanilmistir. Bu test plazma membran bii-
tinlagi bozulan hicrelerin apoptoz boyasi ile daha
fazla boyanmasi sonucu hiicrelerin icerisine biriken
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boyadan daha fazla absorbans eldesi prensibine da-
yanmaktadir. Sonugta daha fazla boyanan hicreler
daha koyu renk ve yiiksek absorbans vereceginden
gruplarin inkiibasyonlarindan sonra kaldirilan hicre-
ler 37 °C de 30 dk apoptoz boyasi inkiibasyonundan
sonra hicrelerden kuyucuk okuyucu cihazinda 550
nm dalga boyunda okumalar yaparak alinan veriler
kontrole nispetle grafiklendirilmistir (21).

Promotoér Analizi

TRP kanallarindan antagonisti karvakrol olan TRPM7
ve TRPV4'ln insan gen dizisi (izerindeki HIF1-a bag-
lanma bolgeleri 6karyotik promotér veri tabani (ht-
tps:/lepd.epfl.ch/) kullanilarak sorgulanmistir (25).
Genlerin transkripsiyonun basladigr -1000 ve +100
baz bolgesi icindeki muhtemel HIF1- o baglanma
noktalari varsayilan p degeri 0.001 olarak belirlenip
gosterilmistir.

Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu

(MMD) Tayini

Mitokondrilerde membran potansiyeli degisimine gore
mitokondrilerde birikebildiginden JC-1 (420200, Sig-
ma Aldrich, ABD) boyasi MMD tayini i¢in hicresel
oksidatif parametrelerin konu edildigi ¢calismalarda ve
iyon kanali arastirmalarinda siklkla kullanilan testler-
dendir. Gruplarin inkiibasyonlarindan sonra kaldirilan
hiicreler MMD tayininde JC-1 floresan boyasi ile 37
°C de 30 dk inkibe edilip boyama sonunda kuyucuk
okuyucuda 488 nm dalga boyu uyarim (eksitasyon),
590 nm (JC-1 kiimelesmeleri) ve 525 nm (JC-1 mono-
merleri) yayillim (emisyon) dalga boylarinda okunup
yayllimlarin oraniyla (590/525) veriler hesaplandi.
Alinan veriler kontrole nispetle grafiklendirilmistir (22).

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) Uretimi Tayini

Gruplarin inkiibasyonlarindan sonra kaldirilan htic-
relerdeki ROT dretimini belirlemek icin dihidroroda-
min-123 (DHR-123, D1054, Sigma Aldrich, ABD) bo-
yasi kullaniimistir. Bu boyanin uygulama prensibi ise
floresan 1sima yapmayan formunun (DHR-123) ROT
varliginda floresan rodamin-123 formuna donisme-
siyle floresan okumalar yaparak ROT diizeylerine dair
veriler saglamasidir. Boya ile 37 °C de 30 dk inkiibas-
yon tamamlaninca kuyucuk okuyucu cihazinda 488
nm eksitasyon (uyarim), 530 nm ve 590 hm emisyon
(referans) dalga boylarinda okumalar yapilarak alinan
veriler kontrole nispetle grafiklendirilmistir (23).

Kaspaz 3, 8 ve 9 Enzim Aktiviteleri Tayini

Gruplarin inkiibasyonlarindan sonra kaldirilan htic-
relerdeki kaspaz enzim aktivitelerini tayin etmek icin
hicreler enzimlerin substratlarindan olusan soliisyon-
la inklibe edildi. Ardindan enzim inhibitérleri uygula-
narak hicresel kaspaz 3, 8 ve 9 enzimatik aktivite-
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leri 360 nm uyarim (eksitasyon) ve 460 nm yayilim
(emisyon) dalga boylarinda kuyucuk okuyucu cihazin-
da okumalar yapilarak alinan veriler kontrole nispetle
grafiklendirilmistir (24).

istatistiksel Analiz

Deneysel sonuglar ortalamazstandart sapma olarak
ifade edildi (SD). Gruplar arasindaki farkliliklarin éne-
mi tek yonli varyans analizi (one-way ANOVA) testi ile
degerlendirildi. Veriler SPSS, surim 13 (SPSS Inc.,
Chicago, ABD) kullanilarak analiz edildi ve p<0.05 an-
lamh kabul edildi.

Bulgular

Hiicre Canliligi Analizi Bulgulari

96’ kuyucukta yapilan inkibasyonlardan sonra
hiicrelerden alinan MTT hicre canliligi verileri Sekil
1Ada sunulmustur. Buna gore CoCl, (200 uM, 24
saat) uygulamasinin hicre canliigini azaltti§i gos-
terilmistir. 24 saat 250 pM karvakrol uygulamasinin
ise huicre canliligini ciddi 6lgtide azalttigi gozlenmistir.
Kisa sire karvakrol (250 uM, 1 saat) uygulamasindan
sonra taze medyum ile 24 saat inkiibasyonu tamam-
lanan grupta ise kontrole kiyasla anlamli bir hiicresel
canlilik degisimi saptanmamistir. Spesifik olmayan
TRPV4 antagonisti RuRed ile TRPV4 kanallarinin
da etkinligi arastirimaya calisiimistir. Buna gore 24
saat 1 uM RuRed uygulamasinin hiicre canliligini
azalttigi goézlenmistir. Kisa stire RuRed (1 pM, 1 saat)
uygulamasindan sonra taze medyum ile 24 saat in-
kiibasyonu tamamlanan grupta ise kontrole kiyasla
anlamli bir huicresel canllik degisimi saptanmamistir.
Karvakrol+CoCl, (6nce 1 saat 250 uM Karvakrol ar-
dindan 200 uM CoCl, ile 24 saat inklibasyon) grubun-
da ise CoCl,’nin neden oldugu hicre olimunun kar-
vakrol tarafindan baskilandigi ve kontrol diizeylerine
yaklastigi g6zlenmistir. RuRed+CoCl, (6nce 1 saat 1
UM RuRed ardindan 200 uM CoCl, ile 24 saat inku-
basyon) grubunda ise CoCl,’nin neden oldugu hiic-
re 6luminin RuRed tarafindan onarilamayip yalniz
CoCl, grubundakine benzer seviyelerde canlilik dlgul-
mustdr.

Sekil 1B’de sunulan MTT hiicre canhlidr analizi bul-
gularinda ise l¢ grup halinde (Kontrol, CoCl,, Kar-
vakrol+CoCl,) flaskta calisilan hucrelerde benzer
sonuclar alinmistir. Huicresel canhlik seviyelerinin
6lgtilmesiyle CoCl, ile olusturulan hipoksi modelinin
kontrole kiyasla hiicresel canhligi azalttigi, karvakrol
uygulamasindan sonra hipoksiye maruz birakilan
grupta ise belirgin dlglide hicresel canlilikta artis ve
kontrol grubu seviyelerine yakinlasma gorilmistur.
Elde edilen veriler apoptoz testi bulgulariyla ortis-
mektedir.
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Sekil 1
SH-SY5Y hcrelerinin 96’lik plakaya ekilmesiyle elde
edilen hiicre canliligi testi bulgulari (A) (a: p<0,001
Kontrol grubuna kiyasla, b: p<0,05 Kontrol grubuna
kiyasla, c: p<0,001 CoCl, grubuna kiyasla, d: p<0,01
CoCl, grubuna kiyasla). Yalnizca hipoksi ve karvak-
rol 6n inkiibasyonu Uzerine hipoksi uygulamasi ile
olusan gruplara ait MTT hicre canlilii testi (B) ve
apoptoz testi (C) bulgulari (a: p<0,001 Kontrol gru-
buna kiyasla, b: p<0,001 CoCl, grubuna kiyasla).
Karvakroliin antagonist etki yaptigi insan TRPM7 ve
TRPV4 katyon kanallarinin promotdr bolgeleri Gze-
rindeki olasi HIF1-a transkripsiyon faktéri baglanma
noktalarinin goésterimi. TRPM7 promotora Uzerinde
7, TRPV4 promotori lzerinde 2 baglanma bdlgesi
kirmizi kutu ile gosterilmistir (D).

Apoptoz Testi Bulgulari

Apoptoz testi bulgularina ait veriler Sekil 1C'de su-
nulmustur. Hicresel apoptoz seviyelerinin 6l¢tilme-
siyle CoCl, ile olusturulan hipoksi modelinin kontrole
kiyasla hicre apoptozunu artirdigi gézlenmistir. Kar-
vakrol uygulamasindan sonra hipoksiye maruz biraki-
lan grupta ise belirgin 6l¢lide apoptozda gerileme ve
kontrol grubu seviyelerine yakinlasma gorilmustar.

Promotoér Analizi Bulgulari

insan TRPM7 ve TRPV4 gen dizileri tzerindeki
HIF1-a baglanma bdolgeleri belirlenmis ve Sekil 1D'de
sunulmustur. Transkripsiyonun basladigi -1000 ile
+100 bazlar arasinda kalan promotor bdlgesinde
Okaryotik promotdr veri tabani UGzerindeki JASPAR



2018 eklentisi ile yapilan inceleme sonucunda HIF1-
o’nin olasi baglanma bdlgeleri arastinimistir. Bu ana-
liz sonucunda hem TRPM7 hem de TRPV4 kanal gen
dizisi Gzerinde HIF1-a’'nin baglanma bdélgesi oldugu
tespit edilmistir.

MMD Tayini Bulgulari

MMD tayini bulgulari Sekil 2A'da sunulmustur. Huc-
resel MMD seviyelerinin 6lctlmesiyle CoCl, ile olus-
turulan hipoksi modelinin hiicresel MMD seviyelerini
kontrole kiyasla ciddi olcide artirdi§i gozlenmistir.
Karvakrol uygulamasindan sonra hipoksiye maruz
birakilan grupta ise belirgin 6lciide MMD gerilemesi
izlenmesine ragmen bu seviyelerin halen kontrole ki-
yasla yuksek oldugu degerlendirilmistir.

2

(Nispi artis)
2 I ~
(S PR VU
ROT iretim =
w

Mitokondriyal depolarizasyon

o
o

Kontrol CoClz Karvakrol+CoCla Kontrol CoClz Karvakrol+CoCl2

Sekil 2
SH-SY5Y hucrelerine yalniz hipoksi ve karvakrol 6n
inkiibasyonu Uzerine hipoksi uygulamasi ile olusan
gruplara ait mitokondriyal membran depolarizasyonu
testi (A) ve ROT duretim tayini analizi (B) bulgular (a:
p<0,001 Kontrol grubuna kiyasla, b: p<0,001 CoCl,
grubuna kiyasla).

ROT Uretimi Tayini Bulgulari

ROT dretimi tayini bulgulari Sekil 2B’de sunulmus-
tur. Hicresel ROT Uretimi seviyelerinin dlgllmesiyle
CoCl, ile olusturulan hipoksi modelinin hicresel ROT
Uretim seviyelerini kontrole kiyasla énemli dizeyde
artirdig1 gézlenmistir. Karvakrol uygulamasindan son-
ra hipoksiye maruz birakilan grupta ise belirgin dlgtide
ROT uretiminde distus izlenmesine ragmen bu sevi-
yelerin halen kontrole kiyasla yiiksek oldugu deger-
lendirilmigtir.

Kaspaz 3, 8 ve 9 Enzim Aktiviteleri

Tayini Bulgulari

Kaspaz enzimlerine ait enzimatik aktivite bulgular
Sekil 3'te sunulmustur. Hiucresel kaspaz 3 (Sekil 3A),
kaspaz 8 (Sekil 3B) ve kaspaz 9 (Sekil 3C) enzimatik
aktivite duzeylerinin 6lctlmesiyle CoCl, ile olusturulan
hipoksi modelinin hiicresel kaspaz 3, 8 ve 9 enzimle-
rinin aktivitesini kontrole kiyasla énemli diizeyde ar-
tirdigi gézlenmistir. Karvakrol uygulamasindan sonra
hipoksiye maruz birakilan grupta kaspaz 3 aktivitesi
tamamen kontrol seviyelerine indigi gdozlenmistir. Kas-
paz 8 aktivitesinin kontrol seviyelerine yaklastigi goz-
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lenirken kaspaz 9 aktivitesinde kontrole kiyasla halen
CoCl, de oldugu gibi yiiksek seviyelerde seyrettigi de-
gerlendirilmistir.

A 12
1
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Sekil 3
SH-SY5Y hicrelerine yalniz hipoksi ve karvakrol 6n
inkiibasyonu Uzerine hipoksi uygulamasi ile olusan
gruplara ait kaspaz 3 (A), kaspaz 8 (B) ve kaspaz 9
(C) enzim aktivite tayini bulgulari (a: p<0,001 Kontrol
grubunakiyasla, b: p<0,001 CoCl, grubuna kiyasla, c:
p<0,005 Kontrol grubuna kiyasla).

Tartisma

Oksijen tuketimi, normal fizyolojik oksijen kosullari al-
tinda hucrelerin enerji ihtiyacini saglayan en énemli
hicresel metabolik siireglerden biridir. Néronal hiicre-
ler yuksek oksijen tiiketim ihtiyaci nedeniyle hipoksiye
karsi hassasiyet gostermektedir. Deneysel hipoksinin
kimyasal modeli olan CoCl, uygulamasi siklikla aras-
tirmalarda kullaniimaktadir. Deneysel modellerin bir
0zelligi de patolojik belirtegleri yansitabilmesidir (26).
CoCl, uygulamasinin hipoksi belirteci olan HIF-1la
ekspresyonunu artirdigi ve hipoksik kosullari yansit-
tig1 daha onceki calismalarda gosterilmistir (27,28).
Hipoksi ile HIF-1 proteininin ekspresyon artisi ve
HIF-1 ile indiklenen dizenleyici gen ekspresyonla-
rinin tetiklenmesi doku oksijen konsantrasyonunun
azalmasina karsi hiicrenin hayatta kalmasini sagla-
mak icin gesitli hiicre i¢i adaptif sinyal yolaklari aktive
edilmektedir (29,30). Hicrede ROT'un asiri Uretimi-
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nin iki ana nedeni, yiksek miktarda oksijen tiketimi
ve hucresel oksidan durumunu etkileyen hipoksidir.
Hipoksik kosullarin hiicresel ROT duzeylerini artir-
digi da bilinmektedir. Son elektron alicisi olan mole-
kiler oksijenden yoksunluk elektron tasinmasindaki
aksamalar nedeniyle mitokondriyal ROT Uretimi arti-
sina sebep olmaktadir (31). ROT'un hiicresel meta-
bolik fonksiyonlari diizenleyen lipitler, nikleik asitler
ve proteinler gibi organik yapisal bilesenler tizerinde
yikici etkileri vardir. TRP kanal ailesinin ROT’a duyar-
Il kanal tiplerini barindirmasi bu kanallar1 potansiyel
terapotik hedef haline getirmektedir (32). Karvakrol
TRPM7'nin en sik kullanilan antagonisti olmasina
ragmen guncel calismalar karvakrolin TRPV4 gibi
baska kanallar tzerine de etkili olabilecegi tzerinde
durmaktadir (33). TRPM7'nin farkli antagonistlerinin
konu edildigi diger calismalarla kiyaslandiginda c¢a-
lismamizdan elde edilen karvakrol inkiibasyonuna
bagh hiicre canlihinda artma ve apoptozun azal-
masi bulgularina benzer sonugclarin alinmis olmasi
karvakrol uygulamasiyla hipoksi tahribatindaki azal-
ma ve diger hiuicresel parametrelerdeki degisimlerin
hipoksiye duyarl aktivasyon goésterebilen TRPM7
katyon kanallari aracili oldugunu diistindirmektedir
(34). Transkripsiyon faktorleri, gen ekspresyonunun
baslatiimasi i¢in gen tzerinde belirli dizilere baglana-
bilen ve RNA polimerazin transkripsiyona baslayaca-
g1 bolgeleri isaretleyen proteinlerdir. Hipoksik kosul-
larda ekspresyonu artan ve hicrede biriken HIF-1a
da bir transkripsiyon faktortdir (35). Yapilan biyo-
informatik incelemede HIF1-a’nin hem TRPM7 hem
de TRPV4 katyon kanallarinin promotor bélgelerinde
farkll sayida olasi baglanma bélgeleri olabilecegini
gostermistir. Ancak hiicre canhhigi verilerinden hare-
ketle rutenyum kirmizisi uygulamasiyla TRPV4 inhi-
bisyonunun CoCl, ile indiiklenen hipokside karvakro-
Itn hiicre canhligr tzerine olan koruyucu etkisi kadar
etkili olamadigi gozlenmistir. TRPM7 katyon kanalla-
ri ise hipoksinin yani sira ROT’a duyarl aktivasyon
gOsterebilen kanallardandir (36). TRPM7 katyon
kanallarinin asir aktivasyonu ile hiicresel apoptoz
mekanizmalari Gzerine dogru orantil bir iliski bulun-
maktadir (5). TRPM7 katyon kanallari hiicre canlihgi
ve Ozellikle embriyonal gelisim sireclerinde 6énemli
kanallardandir. TRPM7'nin delesyonu embriyonal
gelisimi olumsuz etkiledigi bilinmektedir (37). Ayrica
TRPM?7 katyon kanallari ile ilgili yapilmis arastirma-
lar noéronlarda da eksprese edilen bu kanallarin hiic-
re sagkalimi tzerinde roli olabilecegini gostermistir
(38). Benzer sekilde siRNA uygulamalari ile ekspres-
yonu baskilandiginda da hticresel canhlikta anlamli
azalmalar goérulebilmektedir (16). Bu gibi nedenlerle
TRPM7 temelli stratejilerde genom diizenleme me-
totlari yerine farmakolojik inhibisyon yontemleri de
on plana ¢ikmaktadir. TRPM7 katyon kanallarini far-
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makolojik olarak inhibe etmenin hipoksik kosullarda
noronlardan ndrit uzantilarini geri gekme davranisini
azalttidi bildirilmistir. Hipoksinin néronlara bu olum-
suz etkisini azaltmada TRPM7 kanal inhibisyonunun
onemi daha 6nce de vurgulanmistir (5,39). Bir baska
arastirmada ise karotis ligasyonuyla iskemiye maruz
birakilan yeni dogan farelere karvakrol uygulamasi-
nin beyin infarkt lezyon alanlarini, néronal hiicre 6li-
mind ve apoptotik markér protein ekspresyonlarini
baskilamada etkili oldugu, karvakrol uygulanmayan
gruplarda ise tam aksine sonugclar elde edildigi bildi-
rilmistir (40). Benzer sekilde ¢calismamizdan elde edi-
len bulgulara bakildiginda karvakrol uygulamasiyla
SH-SY5Y hicrelerinde apoptozun azaldi§i, kaspaz
enzim aktivitelerindeki anlaml farklihklar, ROT Ure-
timinin ve MMD’nin baskilanmasi ile hicresel canli-
hgin arttigi gordlmektedir. Bu sonuclar karvakrolin
sadece fiziksel hipoksi veya iskemi uygulamasiyla
etkili olmadigini ayni zamanda CoCl, ile baslatilan
kimyasal hipoksi modelinde de benzer gigli etkilere
sahip oldugunu distndirmektedir. Ayrica karvakro-
[Gn bu olumlu etkilerini giicli antioksidan 6zelliginin
yani sira TRPM7 gibi katyon kanallari Gizerindeki an-
tagonistik etkisi ile olabilecegi distiniimektedir.

Sonug olarak hipoksinin hiicresel hasara sebep olan
etkisini azaltmada TRPM7 kanal inhibitorlerinin ve
karvakrolin 6nemi giderek artmaktadir. Bununla bir-
likte in vivo hayvan deneyleri ile small hairpin / small
interfering RNA (sh/siRNA) temelli post-translasyonel
modifikasyon yontemleriyle de kanal ekspresyonlari-
nin baskilandigi ve hipoksi modellerinin uygulandigi
yeni arastirmalara halen ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cikar Catismasi Beyani
Herhangi bir ¢ikar catismasi yoktur.

Etik Kurul Onayi
Bu makale, insan veya hayvanlar lizerinde herhangi
bir calisma icermemektedir.

Finansman

Bu arastirma, kamu, ticari veya kar amaci glitmeyen
sektorlerdeki finansman kuruluslarindan herhangi bir
finansal destek almamistir.

Verilerin Ulasilabilirligi
Tiam veriler makalede ve/veya ek dosyalarda mevcut-
tur.

Yazar Katkilari

AOQ: Calismanin planlanmasi; Verilerin islenmesi, For-
mal Analizler, Arastirma, Metodoloji, Validasyon, Gor-
sellestirme, Makalenin Yazimi.
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