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Öz

Amaç
Hipoksi nöronal hasar açısından en önemli faktörler-
den biridir. Nöronlarda eksprese edilen TRPM7 kat-
yon kanallarının hipoksi ve hücresel pH değişimleri 
dahil birçok faktörle aktive olduğu bilinmektedir. Bu 
nedenle bu araştırmada deneysel çalışmalarda hi-
poksi modeli oluşturmak için sıklıkla kullanılan kobalt 
klorür (CoCl2) ile indüklenen in vitro hipoksi modelinde 
TRPM7 katyon kanallarının güçlü blokörü karvakrolün 
hücresel sağkalım ve ölüm parametreleri üzerine etki-
sinin araştırılması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem
SH-SY5Y hücreleri kültür flasklarında çoğaltıldı. Hüc-
relere hipoksi uygulaması için 200 µM CoCl2 içeren 
medyum ile 24 saat inkübasyon yapıldı. Karvakrolün 
etkisinin sınandığı grupta ise hücreler TRPM7 kanal 
inhibisyonunu sağlamak üzere 1 saat karvakrol (250 
µM) içeren medyum ile inkübe edildikten sonra hipok-
si uygulanarak inkübasyon tamamlandı. Ardından kül-
tür kaplarından kaldırılan hücreler, apoptoz testi, MTT 
hücre canlılığı analizi, reaktif oksijen türleri (ROT) 
üretimi tayini, mitokondriyal membran depolarizasyo-
nu (MMD) tayini ve kaspaz 3, 8 ve 9 enzim aktiviteleri 
tayini yapıldı.

Bulgular
Kontrole kıyasla hipoksi uygulaması yapılan grupta 
hücre canlılığı azalırken canlılığın azaldığını gösteren 
diğer parametrelerde (apoptoz, ROT üretimi, MMD 
ve kaspaz aktivitelerinde) artış olduğu belirlendi. Kar-
vakrol ön inkübasyonu sonrasında CoCl2 ile hipoksi 
uygulanan grupta ise hücresel canlılığın düştüğünü 
gösteren parametrelerin yalnız CoCl2 uygulanan gru-
ba kıyasla anlamlı ölçüde azaldığı gözlemlendi. 

Sonuç
Karvakrol uygulaması ile hipoksik koşulların ortaya çı-
kardığı anormal hücresel hasar durumu ve hücresel 
ölüm mekanizmaları yavaşlatılabilmektedir. TRPM7 
katyon kanal ekspresyonu iyi bilinen SH-SY5Y hüc-
relerinde karvakrolün olumlu etkilerinin daha çok 
TRPM7 kanalları aracılı gerçekleştiği düşünülmekte-
dir.

Anahtar Kelimeler: Hipoksi, Karvakrol, Nöronkoru-
ma, TRPM7 Katyon Kanalı

Abstract

Objective
Hypoxia is among the most important factors 
regarding to neuronal injury. TRPM7 cation channels, 
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Giriş

Kan oksijen düzeylerinin eşik altına düşmesiyle do-
kulara yetersiz oksijen gönderimi ile ortaya çıkan 
durum hipoksi olarak tanımlanmaktadır (1). Nöronal 
hücre hasarının başlıca faktörlerinden biri de hipoksi-
dir. Hipoksik koşulların deneysel olarak indüklenebil-
mesi için hipoksik kabinlerin yanı sıra yaygın olarak 
literatürde kullanılan bir diğer yöntem de kobalt klorür 
(CoCl2) uygulamasıdır (2). Aşırı reaktif oksijen türle-
ri (ROT) üretimi, oksidatif stres ve hipoksi indükleyici 
faktör-1 alfa (HIF-1α) ekspresyonu artışı gibi fiziksel 
hipoksiye bağlı hücresel ve moleküler değişiklikler 
CoCl2 uygulaması ile de ortaya çıktığından bu yakla-
şım kimyasal hipoksi modeli olarak bilinmektedir (3). 
HIF-1α aynı zamanda bir transkripsiyon faktörüdür ve 
hipoksik koşullarda çeşitli gen ekspresyonlarının dü-
zenlenmesinde rol alır (4). 

Geçici reseptör potansiyeli (TRP) katyon kanal aile-
sinin melastatin alt ailesine mensup TRPM7 kanalları 
ise hipoksinin de içinde bulunduğu bir dizi çevresel 
faktörden etkilenmektedir (5). Kapılanma mekanizma-
sına bakıldığında pH, hipoksi, oksidatif stres ve koles-
terol gibi fiziksel faktörler ve kimyasal ajanlarla aktive 
olabilen bu kanalların bilinen en etkili antagonistle-
rinden biri de karvakroldür (6, 7). Karvakrol, kekik ve 
hardal türleri gibi çoğu aromatik bitki esansiyel yağın-

da bulunan fenolik yapıda bileşiktir (8). Karvakrolün 
antioksidan (9), antibakteriyel (10), antimikrobiyal 
(11) ve anti-enflamatuvar (12) etkileri üzerine çeşitli 
araştırmalar literatürde mevcuttur. Karvakrolün etkin 
bir TRPM7 antagonisti olarak kullanılabileceği ve bu 
kanallar üzerinde kapatıcı etkiye sahip olduğu da bir 
süredir bilinmektedir (13). TRP kanalları ve karvakrol 
üzerine yakın zamanda yapılan bir başka çalışma-
da ise karvakrolün TRPM7’nin yanı sıra TRPM2 ve 
TRPV4 katyon kanallarının da antagonisti olarak kul-
lanılabileceğine dikkat çekilmiştir (14). SH-SY5Y hüc-
releri ise hem kolinerjik hem de dopaminerjik nöron 
benzeri nörokimyasal yapılarından dolayı nörolojik 
hastalıkların araştırılmasında sıklıkla kullanılmaktadır 
(15). Ayrıca TRPM7 ve TRPV4 katyon kanallarının da 
içinde bulunduğu TRP ailesine üye kanallardan ba-
zıları SH-SY5Y hücrelerinde doğal olarak eksprese 
edilmektedir (16). Son yıllarda yapılan çalışmalarda 
TRPM7 kanallarının açılma-kapanma mekanizması-
nın düzenlenmesiyle kanseri de içeren çeşitli patolo-
jilerde etkili sonuçlar alınabileceği de vurgulanmak-
tadır (17, 18). Ancak literatürde CoCl2 ile başlatılan 
hipokside TRPM7 kanallarının olası rolünü araştıran 
sınırlı sayıda çalışma olduğundan bu çalışmada güçlü 
bir TRPM7 kanal antagonisti olan karvakrolün CoCl2 
ile başlatılan hipoksideki olası etkisinin araştırılması 
amaçlanmıştır.

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 (CoCl2), 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 µM CoCl2 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 µM) 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, 

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 CoCl2 
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 
TRPM7 cation channel expression is well known, are 
mediated by mostly TRPM7 channels.

Keywords: Carvacrol, Hypoxia, Neuroprotection, 
TRPM7 Cation Channel
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Gereç ve Yöntem

SH-SY5Y hücre hattı (CRL-2266, ATCC, ABD) 1:1 
DMEM:HAM’S F12 (D8437, Sigma Aldrich, ABD)  ba-
zal medyumu, fetal sığır serumu (FBS, F7524, Sigma 
Aldrich, ABD) ve Penisilin-Streptomisin (P4458, Sig-
ma Aldrich, ABD) antibiyotik solüsyonu ile hazırlanan 
büyütme medyumunda kültüre edildi (37 ºC sıcaklık 
ve %5 CO2). Sayıları eşit şekilde flasklara ekilen hüc-
reler ilk 24 saat inkübasyondan sonra flasklar gruplara 
ayrılarak kimyasal inkübasyon çalışmalarına başlan-
dı. Gruplar 1- Kontrol, 2- CoCl2, 3- Karvakrol+ CoCl2 
olacak şekilde belirlendi. Kontrol grubu büyütme med-
yumu dışında herhangi bir kimyasal madde ile inkübe 
edilmezken, ikinci grup 200 µM CoCl2 (C8661, Sigma 
Aldrich, ABD) ile 24 saat inkübe edildi (2). Üçüncü 
grup ise önce 250 µM karvakrol ile 1 saat inkübasyon 
sonrasında 200 µM CoCl2 içeren medyuma geçilerek 
inkübasyonu 24 saate tamamlandı. Tüm inkübasyon-
lar tamamlanınca deneysel analizlere geçildi. Her 
gruba ait protein absorbans değerleri Bradford reaktifi 
kullanılarak belirlendi. Analiz sonuçları protein değer-
lerine nispetle normalize edildi (19).

Hücre Canlılığı Analizi
Grupların inkübasyonlarından sonra hücre canlılığını 
belirlemede MTT testi kullanılmıştır. Mitokondriyal ak-
tivitesi yüksek olan hücrelerde MTT boyası (M2128, 
Sigma Aldrich, ABD) ile 37 ºC de 90 dk inkübe edilen 
hücrelerde boyama tamamlanınca suda çözünmeyen 
formazan kristalleri oluşmaktadır. Dimetil sülfoksid 
(D8418, Sigma Aldrich, ABD) ile çözdürülen kristal-
ler kuyucuk okuyucu cihazında (Tecan Infinite M200 
Pro, Avusturya) 490 nm (referans) ve 650 nm dalga 
boylarında okumalar yapılarak alınan veriler kontrole 
nispetle grafiklendirilmiştir (20). 96’lık plakada (Cos-
tar, ThermoFisher Sci., ABD) yapılan hücresel canlı-
lık testi için hücreler kuyucuk başına ~5x103 hücre 
olacak şekilde ekildi. Bir gece inkübatörde bekletilen 
plakada kuyucuklar gruplara ayrılıp inkübasyonlar ya-
pıldı. Bu gruplar; Kontrol, CoCl2 (200 µM, 24 saat), 
Karvakrol (250 µM, 24 saat), Karvakrol (250 µM, 1 
saat), Rutenyum Kırmızısı (RuRed, 1 µM, 24 saat), 
RuRed (1 µM, 1 saat), Karvakrol+CoCl2 (önce 1 saat 
250 µM Karvakrol ardından 200 µM CoCl2 ile 24 saat 
inkübasyon), RuRed+CoCl2 (önce 1 saat 1 µM Ru-
tenyum Kırmızısı ardından 200 µM CoCl2 ile 24 saat 
inkübasyon) gruplarıdır.

Apoptoz Testi
Hücresel apoptoz seviyelerinin belirlenebilmesi ama-
cıyla Biocolor Apopercentage Dye (Belfast, Kuzey 
İrlanda) kullanılmıştır. Bu test plazma membran bü-
tünlüğü bozulan hücrelerin apoptoz boyası ile daha 
fazla boyanması sonucu hücrelerin içerisine biriken 

boyadan daha fazla absorbans eldesi prensibine da-
yanmaktadır. Sonuçta daha fazla boyanan hücreler 
daha koyu renk ve yüksek absorbans vereceğinden 
grupların inkübasyonlarından sonra kaldırılan hücre-
ler 37 ºC de 30 dk apoptoz boyası inkübasyonundan 
sonra hücrelerden kuyucuk okuyucu cihazında 550 
nm dalga boyunda okumalar yaparak alınan veriler 
kontrole nispetle grafiklendirilmiştir (21).

Promotör Analizi 
TRP kanallarından antagonisti karvakrol olan TRPM7 
ve TRPV4’ün insan gen dizisi üzerindeki HIF1-α bağ-
lanma bölgeleri ökaryotik promotör veri tabanı (ht-
tps://epd.epfl.ch/) kullanılarak sorgulanmıştır (25). 
Genlerin transkripsiyonun başladığı -1000 ve +100 
baz bölgesi içindeki muhtemel HIF1- α bağlanma 
noktaları varsayılan p değeri 0.001 olarak belirlenip 
gösterilmiştir. 

Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu 
(MMD) Tayini
Mitokondrilerde membran potansiyeli değişimine göre 
mitokondrilerde birikebildiğinden JC-1 (420200, Sig-
ma Aldrich, ABD) boyası MMD tayini için hücresel 
oksidatif parametrelerin konu edildiği çalışmalarda ve 
iyon kanalı araştırmalarında sıklıkla kullanılan testler-
dendir. Grupların inkübasyonlarından sonra kaldırılan 
hücreler MMD tayininde JC-1 floresan boyası ile 37 
ºC de 30 dk inkübe edilip boyama sonunda kuyucuk 
okuyucuda 488 nm dalga boyu uyarım (eksitasyon), 
590 nm (JC-1 kümeleşmeleri) ve 525 nm (JC-1 mono-
merleri) yayılım (emisyon) dalga boylarında okunup 
yayılımların oranıyla (590/525) veriler hesaplandı. 
Alınan veriler kontrole nispetle grafiklendirilmiştir (22).

Reaktif Oksijen Türleri (ROT) Üretimi Tayini
Grupların inkübasyonlarından sonra kaldırılan hüc-
relerdeki ROT üretimini belirlemek için dihidroroda-
min-123 (DHR-123, D1054, Sigma Aldrich, ABD) bo-
yası kullanılmıştır. Bu boyanın uygulama prensibi ise 
floresan ışıma yapmayan formunun (DHR-123) ROT 
varlığında floresan rodamin-123 formuna dönüşme-
siyle floresan okumalar yaparak ROT düzeylerine dair 
veriler sağlamasıdır. Boya ile 37 ºC de 30 dk inkübas-
yon tamamlanınca kuyucuk okuyucu cihazında 488 
nm eksitasyon (uyarım), 530 nm ve 590 nm emisyon 
(referans) dalga boylarında okumalar yapılarak alınan 
veriler kontrole nispetle grafiklendirilmiştir (23).

Kaspaz 3, 8 ve 9 Enzim Aktiviteleri Tayini
Grupların inkübasyonlarından sonra kaldırılan hüc-
relerdeki kaspaz enzim aktivitelerini tayin etmek için 
hücreler enzimlerin substratlarından oluşan solüsyon-
la inkübe edildi. Ardından enzim inhibitörleri uygula-
narak hücresel kaspaz 3, 8 ve 9 enzimatik aktivite-
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leri 360 nm uyarım (eksitasyon) ve 460 nm yayılım 
(emisyon) dalga boylarında kuyucuk okuyucu cihazın-
da okumalar yapılarak alınan veriler kontrole nispetle 
grafiklendirilmiştir (24).

İstatistiksel Analiz
Deneysel sonuçlar ortalama±standart sapma olarak 
ifade edildi (SD). Gruplar arasındaki farklılıkların öne-
mi tek yönlü varyans analizi (one-way ANOVA) testi ile 
değerlendirildi. Veriler SPSS, sürüm 13 (SPSS Inc., 
Chicago, ABD) kullanılarak analiz edildi ve p<0.05 an-
lamlı kabul edildi.

Bulgular

Hücre Canlılığı Analizi Bulguları
96’lı kuyucukta yapılan inkübasyonlardan sonra 
hücrelerden alınan MTT hücre canlılığı verileri Şekil 
1A’da sunulmuştur. Buna göre CoCl2 (200 µM, 24 
saat) uygulamasının hücre canlılığını azalttığı gös-
terilmiştir. 24 saat 250 µM karvakrol uygulamasının 
ise hücre canlılığını ciddi ölçüde azalttığı gözlenmiştir. 
Kısa süre karvakrol (250 µM, 1 saat) uygulamasından 
sonra taze medyum ile 24 saat inkübasyonu tamam-
lanan grupta ise kontrole kıyasla anlamlı bir hücresel 
canlılık değişimi saptanmamıştır. Spesifik olmayan 
TRPV4 antagonisti RuRed ile TRPV4 kanallarının 
da etkinliği araştırılmaya çalışılmıştır. Buna göre 24 
saat 1 µM RuRed uygulamasının hücre canlılığını 
azalttığı gözlenmiştir. Kısa süre RuRed (1 µM, 1 saat) 
uygulamasından sonra taze medyum ile 24 saat in-
kübasyonu tamamlanan grupta ise kontrole kıyasla 
anlamlı bir hücresel canlılık değişimi saptanmamıştır. 
Karvakrol+CoCl2 (önce 1 saat 250 µM Karvakrol ar-
dından 200 µM CoCl2 ile 24 saat inkübasyon) grubun-
da ise CoCl2’nin neden olduğu hücre ölümünün kar-
vakrol tarafından baskılandığı ve kontrol düzeylerine 
yaklaştığı gözlenmiştir. RuRed+CoCl2 (önce 1 saat 1 
µM RuRed ardından 200 µM CoCl2 ile 24 saat inkü-
basyon) grubunda ise CoCl2’nin neden olduğu hüc-
re ölümünün RuRed tarafından onarılamayıp yalnız 
CoCl2 grubundakine benzer seviyelerde canlılık ölçül-
müştür. 

Şekil 1B’de sunulan MTT hücre canlılığı analizi bul-
gularında ise üç grup halinde (Kontrol, CoCl2, Kar-
vakrol+CoCl2) flaskta çalışılan hücrelerde benzer 
sonuçlar alınmıştır. Hücresel canlılık seviyelerinin 
ölçülmesiyle CoCl2 ile oluşturulan hipoksi modelinin 
kontrole kıyasla hücresel canlılığı azalttığı, karvakrol 
uygulamasından sonra hipoksiye maruz bırakılan 
grupta ise belirgin ölçüde hücresel canlılıkta artış ve 
kontrol grubu seviyelerine yakınlaşma görülmüştür. 
Elde edilen veriler apoptoz testi bulgularıyla örtüş-
mektedir.

Apoptoz Testi Bulguları
Apoptoz testi bulgularına ait veriler Şekil 1C’de su-
nulmuştur. Hücresel apoptoz seviyelerinin ölçülme-
siyle CoCl2 ile oluşturulan hipoksi modelinin kontrole 
kıyasla hücre apoptozunu artırdığı gözlenmiştir. Kar-
vakrol uygulamasından sonra hipoksiye maruz bırakı-
lan grupta ise belirgin ölçüde apoptozda gerileme ve 
kontrol grubu seviyelerine yakınlaşma görülmüştür.

Promotör Analizi Bulguları
İnsan TRPM7 ve TRPV4 gen dizileri üzerindeki 
HIF1-α bağlanma bölgeleri belirlenmiş ve Şekil 1D’de 
sunulmuştur. Transkripsiyonun başladığı -1000 ile 
+100 bazlar arasında kalan promotör bölgesinde 
ökaryotik promotör veri tabanı üzerindeki JASPAR 

357

t

Şekil 1
SH-SY5Y hücrelerinin 96’lık plakaya ekilmesiyle elde 
edilen hücre canlılığı testi bulguları (A) (a: p<0,001 
Kontrol grubuna kıyasla, b: p<0,05 Kontrol grubuna 
kıyasla, c: p<0,001 CoCl2 grubuna kıyasla, d: p<0,01 
CoCl2 grubuna kıyasla). Yalnızca hipoksi ve karvak-
rol ön inkübasyonu üzerine hipoksi uygulaması ile 
oluşan gruplara ait MTT hücre canlılığı testi (B) ve 
apoptoz testi (C) bulguları (a: p<0,001 Kontrol gru-
buna kıyasla, b: p<0,001 CoCl2 grubuna kıyasla). 
Karvakrolün antagonist etki yaptığı insan TRPM7 ve 
TRPV4 katyon kanallarının promotör bölgeleri üze-
rindeki olası HIF1-α transkripsiyon faktörü bağlanma 
noktalarının gösterimi. TRPM7 promotörü üzerinde 
7, TRPV4 promotörü üzerinde 2 bağlanma bölgesi 
kırmızı kutu ile gösterilmiştir (D).
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2018 eklentisi ile yapılan inceleme sonucunda HIF1-
α’nın olası bağlanma bölgeleri araştırılmıştır. Bu ana-
liz sonucunda hem TRPM7 hem de TRPV4 kanal gen 
dizisi üzerinde HIF1-α’nın bağlanma bölgesi olduğu 
tespit edilmiştir.

MMD Tayini Bulguları
MMD tayini bulguları Şekil 2A’da sunulmuştur. Hüc-
resel MMD seviyelerinin ölçülmesiyle CoCl2 ile oluş-
turulan hipoksi modelinin hücresel MMD seviyelerini 
kontrole kıyasla ciddi ölçüde artırdığı gözlenmiştir. 
Karvakrol uygulamasından sonra hipoksiye maruz 
bırakılan grupta ise belirgin ölçüde MMD gerilemesi 
izlenmesine rağmen bu seviyelerin halen kontrole kı-
yasla yüksek olduğu değerlendirilmiştir.

ROT Üretimi Tayini Bulguları
ROT üretimi tayini bulguları Şekil 2B’de sunulmuş-
tur. Hücresel ROT üretimi seviyelerinin ölçülmesiyle 
CoCl2 ile oluşturulan hipoksi modelinin hücresel ROT 
üretim seviyelerini kontrole kıyasla önemli düzeyde 
artırdığı gözlenmiştir. Karvakrol uygulamasından son-
ra hipoksiye maruz bırakılan grupta ise belirgin ölçüde 
ROT üretiminde düşüş izlenmesine rağmen bu sevi-
yelerin halen kontrole kıyasla yüksek olduğu değer-
lendirilmiştir.

Kaspaz 3, 8 ve 9 Enzim Aktiviteleri 
Tayini Bulguları
Kaspaz enzimlerine ait enzimatik aktivite bulguları 
Şekil 3’te sunulmuştur. Hücresel kaspaz 3 (Şekil 3A), 
kaspaz 8 (Şekil 3B) ve kaspaz 9 (Şekil 3C) enzimatik 
aktivite düzeylerinin ölçülmesiyle CoCl2 ile oluşturulan 
hipoksi modelinin hücresel kaspaz 3, 8 ve 9 enzimle-
rinin aktivitesini kontrole kıyasla önemli düzeyde ar-
tırdığı gözlenmiştir. Karvakrol uygulamasından sonra 
hipoksiye maruz bırakılan grupta kaspaz 3 aktivitesi 
tamamen kontrol seviyelerine indiği gözlenmiştir. Kas-
paz 8 aktivitesinin kontrol seviyelerine yaklaştığı göz-

lenirken kaspaz 9 aktivitesinde kontrole kıyasla halen 
CoCl2 de olduğu gibi yüksek seviyelerde seyrettiği de-
ğerlendirilmiştir.

Tartışma

Oksijen tüketimi, normal fizyolojik oksijen koşulları al-
tında hücrelerin enerji ihtiyacını sağlayan en önemli 
hücresel metabolik süreçlerden biridir. Nöronal hücre-
ler yüksek oksijen tüketim ihtiyacı nedeniyle hipoksiye 
karşı hassasiyet göstermektedir. Deneysel hipoksinin 
kimyasal modeli olan CoCl2 uygulaması sıklıkla araş-
tırmalarda kullanılmaktadır. Deneysel modellerin bir 
özelliği de patolojik belirteçleri yansıtabilmesidir (26). 
CoCl2 uygulamasının hipoksi belirteci olan HIF-1α 
ekspresyonunu artırdığı ve hipoksik koşulları yansıt-
tığı daha önceki çalışmalarda gösterilmiştir (27,28). 
Hipoksi ile HIF-1 proteininin ekspresyon artışı ve 
HIF-1 ile indüklenen düzenleyici gen ekspresyonla-
rının tetiklenmesi doku oksijen konsantrasyonunun 
azalmasına karşı hücrenin hayatta kalmasını sağla-
mak için çeşitli hücre içi adaptif sinyal yolakları aktive 
edilmektedir (29,30). Hücrede ROT’un aşırı üretimi-
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Şekil 2
SH-SY5Y hücrelerine yalnız hipoksi ve karvakrol ön 
inkübasyonu üzerine hipoksi uygulaması ile oluşan 
gruplara ait mitokondriyal membran depolarizasyonu 
testi (A) ve ROT üretim tayini analizi (B) bulguları (a: 
p<0,001 Kontrol grubuna kıyasla, b: p<0,001 CoCl2 
grubuna kıyasla). 

Şekil 3
SH-SY5Y hücrelerine yalnız hipoksi ve karvakrol ön 
inkübasyonu üzerine hipoksi uygulaması ile oluşan 
gruplara ait kaspaz 3 (A), kaspaz 8 (B) ve kaspaz 9 
(C) enzim aktivite tayini bulguları (a: p<0,001 Kontrol 
grubuna kıyasla, b: p<0,001 CoCl2 grubuna kıyasla, c: 
p<0,005 Kontrol grubuna kıyasla).
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nin iki ana nedeni, yüksek miktarda oksijen tüketimi 
ve hücresel oksidan durumunu etkileyen hipoksidir. 
Hipoksik koşulların hücresel ROT düzeylerini artır-
dığı da bilinmektedir. Son elektron alıcısı olan mole-
küler oksijenden yoksunluk elektron taşınmasındaki 
aksamalar nedeniyle mitokondriyal ROT üretimi artı-
şına sebep olmaktadır (31). ROT’un hücresel meta-
bolik fonksiyonları düzenleyen lipitler, nükleik asitler 
ve proteinler gibi organik yapısal bileşenler üzerinde 
yıkıcı etkileri vardır. TRP kanal ailesinin ROT’a duyar-
lı kanal tiplerini barındırması bu kanalları potansiyel 
terapötik hedef haline getirmektedir (32). Karvakrol 
TRPM7’nin en sık kullanılan antagonisti olmasına 
rağmen güncel çalışmalar karvakrolün TRPV4 gibi 
başka kanallar üzerine de etkili olabileceği üzerinde 
durmaktadır (33). TRPM7’nin farklı antagonistlerinin 
konu edildiği diğer çalışmalarla kıyaslandığında ça-
lışmamızdan elde edilen karvakrol inkübasyonuna 
bağlı hücre canlılığında artma ve apoptozun azal-
ması bulgularına benzer sonuçların alınmış olması 
karvakrol uygulamasıyla hipoksi tahribatındaki azal-
ma ve diğer hücresel parametrelerdeki değişimlerin 
hipoksiye duyarlı aktivasyon gösterebilen TRPM7 
katyon kanalları aracılı olduğunu düşündürmektedir 
(34). Transkripsiyon faktörleri, gen ekspresyonunun 
başlatılması için gen üzerinde belirli dizilere bağlana-
bilen ve RNA polimerazın transkripsiyona başlayaca-
ğı bölgeleri işaretleyen proteinlerdir. Hipoksik koşul-
larda ekspresyonu artan ve hücrede biriken HIF-1α 
da bir transkripsiyon faktörüdür (35). Yapılan biyo-
informatik incelemede HIF1-α’nın hem TRPM7 hem 
de TRPV4 katyon kanallarının promotör bölgelerinde 
farklı sayıda olası bağlanma bölgeleri olabileceğini 
göstermiştir. Ancak hücre canlılığı verilerinden hare-
ketle rutenyum kırmızısı uygulamasıyla TRPV4 inhi-
bisyonunun CoCl2 ile indüklenen hipokside karvakro-
lün hücre canlılığı üzerine olan koruyucu etkisi kadar 
etkili olamadığı gözlenmiştir. TRPM7 katyon kanalla-
rı ise hipoksinin yanı sıra ROT’a duyarlı aktivasyon 
gösterebilen kanallardandır (36). TRPM7 katyon 
kanallarının aşırı aktivasyonu ile hücresel apoptoz 
mekanizmaları üzerine doğru orantılı bir ilişki bulun-
maktadır (5). TRPM7 katyon kanalları hücre canlılığı 
ve özellikle embriyonal gelişim süreçlerinde önemli 
kanallardandır. TRPM7’nin delesyonu embriyonal 
gelişimi olumsuz etkilediği bilinmektedir (37). Ayrıca 
TRPM7 katyon kanalları ile ilgili yapılmış araştırma-
lar nöronlarda da eksprese edilen bu kanalların hüc-
re sağkalımı üzerinde rolü olabileceğini göstermiştir 
(38). Benzer şekilde siRNA uygulamaları ile ekspres-
yonu baskılandığında da hücresel canlılıkta anlamlı 
azalmalar görülebilmektedir (16). Bu gibi nedenlerle 
TRPM7 temelli stratejilerde genom düzenleme me-
totları yerine farmakolojik inhibisyon yöntemleri de 
ön plana çıkmaktadır. TRPM7 katyon kanallarını far-

makolojik olarak inhibe etmenin hipoksik koşullarda 
nöronlardan nörit uzantılarını geri çekme davranışını 
azalttığı bildirilmiştir. Hipoksinin nöronlara bu olum-
suz etkisini azaltmada TRPM7 kanal inhibisyonunun 
önemi daha önce de vurgulanmıştır (5,39). Bir başka 
araştırmada ise karotis ligasyonuyla iskemiye maruz 
bırakılan yeni doğan farelere karvakrol uygulaması-
nın beyin infarkt lezyon alanlarını, nöronal hücre ölü-
münü ve apoptotik markör protein ekspresyonlarını 
baskılamada etkili olduğu, karvakrol uygulanmayan 
gruplarda ise tam aksine sonuçlar elde edildiği bildi-
rilmiştir (40). Benzer şekilde çalışmamızdan elde edi-
len bulgulara bakıldığında karvakrol uygulamasıyla 
SH-SY5Y hücrelerinde apoptozun azaldığı, kaspaz 
enzim aktivitelerindeki anlamlı farklılıklar, ROT üre-
timinin ve MMD’nin baskılanması ile hücresel canlı-
lığın arttığı görülmektedir. Bu sonuçlar karvakrolün 
sadece fiziksel hipoksi veya iskemi uygulamasıyla 
etkili olmadığını aynı zamanda CoCl2 ile başlatılan 
kimyasal hipoksi modelinde de benzer güçlü etkilere 
sahip olduğunu düşündürmektedir. Ayrıca karvakro-
lün bu olumlu etkilerini güçlü antioksidan özelliğinin 
yanı sıra TRPM7 gibi katyon kanalları üzerindeki an-
tagonistik etkisi ile olabileceği düşünülmektedir. 

Sonuç olarak hipoksinin hücresel hasara sebep olan 
etkisini azaltmada TRPM7 kanal inhibitörlerinin ve 
karvakrolün önemi giderek artmaktadır. Bununla bir-
likte in vivo hayvan deneyleri ile small hairpin / small 
interfering RNA (sh/siRNA) temelli post-translasyonel 
modifikasyon yöntemleriyle de kanal ekspresyonları-
nın baskılandığı ve hipoksi modellerinin uygulandığı 
yeni araştırmalara halen ihtiyaç duyulmaktadır. 

Çıkar Çatışması Beyanı
Herhangi bir çıkar çatışması yoktur.

Etik Kurul Onayı 
Bu makale, insan veya hayvanlar üzerinde herhangi 
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Finansman
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