}»

X

e Mayis uvA\“"c

O
Oie‘
sy

T.C.
ONDOKUZMAYIS UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI TIBBi BiYOKIMYA ANABILIiM DALI

IN VITRO ENFLAMASYON MODELINDE
HIiPERPOLARIZASYON ILE AKTIVE OLAN SiKLiK
NUKLEOTID KAPILI KANALLARIN MOLEKULER DUZEYDE
ARASTIRILMASI

Dr. Yesim CIVIL URKMEZ
TIPTA UZMANLIK TEZi

SAMSUN-2022






}»

X

e Mayis uvA\“"c

O
Oie‘
sy

T.C.
ONDOKUZMAYIS UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI TIBBi BiYOKIMYA ANABILIiM DALI

IN VITRO ENFLAMASYON MODELINDE
HIiPERPOLARIZASYON ILE AKTIVE OLAN SiKLiK
NUKLEOTID KAPILI KANALLARIN MOLEKULER DUZEYDE
ARASTIRILMASI

Dr. Yesim CIVIL URKMEZ
TIPTA UZMANLIK TEZi

Tez Danismani
Prof. Dr. Bahattin AVCI

SAMSUN-2022



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim boyunca ve tezimi hazirlama siirecinde destegini
esirgemeyen, bilgi ve hosgoriisiiyle yaninda ¢alismaktan gurur duydugum degerli

hocam ve tez danigmanim Prof. Dr. Bahattin AVCI’ya;

Asistanlik donemim boyunca bilgilerinden ve tecriibelerinden faydalandigim
degerli hocalarim Prof. Dr. Nermin KILIC, Prof. Dr. Birsen BILGICI, Dog. Dr. Ozgiir
Korhan TUNCEL’e;

Asistanligim boyunca birlikte caligmaktan, tanimaktan keyif aldigim sevgili
arkadaslarim Dr. Dilek GUL’e, Dr. Emil RZAYEV’e, Dr. Kéksal SEREFLI’ye, Dr.
Betiil 0OZCAGLAYAN’a, Dr. Miicahit KAYAya;

Tez calismalarim boyunca bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan Dr. Ogr.

Uyesi Ziilfinaz Betiil CELiK e ve Dr. Ogr. Uyesi Caner GUNAYDIN’a;

Yasamim boyunca higbir fedakarliktan kaginmayarak beni destekleyen, her
zaman yanimda olduklarini hissettigim kiymetli annem Hava CIVIL’e ve babam Adil
CiViL’e, abim Koray CIVIL ve esi Gamze CiVIL’e, nese kaynagim canim yegenim
Beril CIVIL¢;

Diiriistliigii, caliskanligi ve azmine her daim hayran oldugum, en biiyiik
destekcim ve yol gdsterenim biricik hayat arkadasim Sebati Sinan URKMEZ’e sonsuz

tesekkiir ederim.

Eyliil / 2022 Yesim CIVIL URKMEZ



BEYAN

“In Vitro Enflamasyon Modelinde Hiperpolarizasyon ile Aktive Olan Siklik Niikleotid
Kapil1 Kanallarin Molekiiler Diizeyde Arastirilmasi” baglikli tez calismasinin kendi
calismam oldugunu, bagka bir calismadan kopya edilmedigini, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitlin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde etti§imi, bu tez ¢aligmasiyla elde
edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da
kaynaklar listesine aldigimi, bu tezin ¢aligilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif
haklarin1 ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim. Bu ¢alisma Ondokuz
Mayis Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan  desteklenmistir

(PYO.TIP.1904.21.017).



OZET

Amac: Calismamizda noroenflamasyon ve norodejenerasyonda ekspresyonlarinin
degistigi bilinen hiperpolarizasyonla aktive olan siklik niikleotid-kapili (HCN)
kanallarin olusturdugumuz enflamasyon modelinde makrofaj ile endotel hiicre
hatlarindaki ekspresyon diizeylerinin incelenmesi amaglandi.

Yontem: Calismamizda HUVEC ve RAW hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicrelere 1pg/ml
Lipopolisakkarit (LPS) uygulandi. Alt1 saat sonra hiicre vasatlar1 alindi. TNF-o,, IL-1,
IL-2, IL-4, IL-10 konsantrasyonlart ELISA ydntemiyle olciildii. LPS uygulamasi
sonrast hiicre vasatlart 24 saat boyunca hiicrelere c¢apraz olarak uygulandi.
HCNI1/HCN2 protein diizeyleri Western-Blot yontemiyle belirlendi. HCN-1/HCN-2
gen ekspresyonlart RT-qPCR yontemiyle belirlendi.

Bulgular: Enflamasyon modelinde RAW hiicre vasatinda kontrole kiyasla TNF-a, IL-
1 ve IL-2 seviyelerinde anlamli artis gozlendi. IL-4 seviyesinde anlamli fark
goriilmezken, IL-10 seviyesinde anlamli azalma oldugu gozlendi. HUVEC hiicre
vasatinda TNF-o diizeyinde anlamli artis gozlenirken, diger sitokinlerde fark
gbzlenmedi. Enflamasyon modelimizde HUVEC hiicrelerinde HCNI gen
ekspresyonunda kontrol grubuna gore 8,44 kat anlaml artis gozlendi. HCN2 gen
ekspresyonunda anlamli degisim gozlenmedi. RAW hiicrelerinde HCN1 gen
ekspresyonunda kontrole gore 6,71 kat anlamhi artis gozlendi. HCN2
ekspresyonundaki degisim istatistiksel olarak anlamli degildi. Western-Blot analizinde
HUVEC hiicrelerinde LPS grubunda kontrole géore HCN1 diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli artis gozlenirken; HCN2 diizeyinde anlamli artis gozlenmedi. RAW
hiicrelerinde LPS grubunda kontrole gore HCN1 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml
artis gdzlenirken; HCN2 diizeyinde anlamli artis gdzlenmedi. Immunfloresan
incelemede HUVEC ve RAW hiicrelerinde HCN1 ve HCN2 proteinlerinin hiicre
membranindaki ekspresyonunun LPS grubunda kontrol grubuna gore arttig1 gézlendi.
Tartisma ve Sonu¢: Enflamasyon modelinde RAW ve HUVEC hiicrelerinde HCN1
gen/protein ekspresyonlar1 artarken, HCN2 gen/protein ekspresyonlarinda anlamh
degisiklik gozlenmedi. Elde ettigimiz veriler endotel ve makrofajlarda HCN1 alt
tipinin hakim oldugunu ve enflamasyonda kritik rol oynayabilecegini
distindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: HCN kanal proteini, enflamasyon, endotel, makrofaj



ABSTRACT

Aim: In our study, we aimed to create an inflammation model in endothelial and
macrophage cell lines and to examine the changes in the expression of
hyperpolarization activated cyclic nucleotide gated (HCN) channels at the molecular
level.

Material and Method: HUVEC and RAW cell lines were used in our study. 1pg/m
LPS was applied to the cells. Cell media were taken six hours later. TNF-a, IL-1, IL-
2, IL-4, IL-10 concentrations were measured by ELISA method. Cell media were
cross-applied to cells for 24 hours after LPS. HCN1/HCN2 protein levels were
determined by Western-Blot method. HCN-1/HCN-2 gene expressions were
determined by RT-qPCR method.

Results: In the inflammation model, a significant increase in TNF-a, IL-1 and IL-2
levels was observed in RAW cell media compared to the control. While no significant
difference was observed in IL-4 level, a significant decrease was observed in IL-10
level. While a significant increase in TNF-a level was observed in HUVEC cell
medium, no difference was observed in other cytokines. In our inflammation model,
an 8,44 fold increase in HCN1 gene expression was observed in HUVEC cells
compared to the control group. No significant change was observed in HCN2 gene
expression. 6,71 fold increase in HCN1 gene expression was observed in RAW cells
compared to the control. The change in HCN2 expression was not statistically
significant. In the Western-Blot analysis, a statistically significant increase in HCN1
level was observed in the LPS group in HUVEC cells compared to the control; no
significant increase in HCN2 level was observed. While a statistically significant
increase in HCN1 level was observed in the LPS group in RAW cells compared to the
control; no significant increase in HCN2 level was observed. In immunofluorescence
examination, it was observed that the expression of HCN1 and HCN2 proteins in the
cell membrane of HUVEC and RAW cells increased in the LPS group compared to
the control group.

Discussion and Conclusion: While HCN1 gene/protein expressions were increased
in RAW and HUVEC cells in the inflammation model, no significant change was
observed in HCN2 gene/protein expressions. Our data suggest that the HCN1 subtype
is dominant in endothelium and macrophages and may play a critical role in
inflammation.

Keywords: HCN channel protein, inflammation, endothel, macrophage
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1. GIRIS VE AMAC

Hiperpolarizasyonla aktive olan siklik niikleotid-kapili (HCN) kanallar, kalp ve beyin
hiicrelerinin plazma zarlarinda seg¢ici olmayan voltaj kapili katyon kanallar1 olarak
gbrev yapan integral membran proteinleridir. HCN kanallari, kalp ve beyin hiicre
gruplari i¢inde ritmik aktivite olugturmaya yardimci olduklari i¢in pacemaker kanallari
olarak da adlandirilirlar. HCN kanallarindan gegen akim, kardiyak ve noronal
ritmikligin kontroliinde anahtar bir rol oynar ve pacemaker akimi, If “funny akim”
veya Ih “hiperpolarizasyon ile aktive olan akim” olarak adlandirilir. Hiicre membran
akimlariin biiyiik ¢ogunlugunun aksine, Ih depolarizasyondan ziyade membran
hiperpolarizasyonu ile aktive edilir. Ayrica, Ih'nin aktivasyonu dogrudan protein kinaz
A'dan yani fosforilasyondan bagimsiz bir tarzda siklik adenozin monofosfat (CAMP)
tarafindan kolaylastirilir. Th pacemaker aktivite yani sira istirahat membran
potansiyelinin saglanmasi, dendritik entegrasyon, sinaptik iletim ve 6grenme de dahil
olmak tizere pek cok norolojik islevlerde de gorev alir. Daha 6nce yapilan pek ¢ok
caligmada 6zellikle noronal sinir hasarinda ve enflamasyonda HCN kanallarinin farkli
ekspresyon diizeylerine sahip olduklar1 gosterilmistir. Literatlirde kardiyovaskiiler
hasarin olustugu bir durumda HCN kanallariin ekspresyon diizeyleri ile ilgili bir veri
bulunmamaktadir. Epilepsi gibi bozulmus noéronal aktivite ile ilgili hastaliklarin
tedavisinin aydinlatilmasinda olduk¢a 6nemli bir hedef olan HCN kanallari, sepsis
basta olmak {izere kardiyovaskiiler enflamasyonun ve ¢agimizin en énemli mortalite
ve morbidite sebebi olan kardiyovaskiiler hasarin tedavisinde de 6nemli bir hedef
olabilir. Kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hasarin etyopatogenezinde temel rol
oynayan aterosklerozun endotelial enflamasyon ile basladig1 ve devam eden bu kronik
endotel enflamasyonunun tedavi edilmedigi takdirde stabil anjinadan anstabil anjinaya
ve ani kardiak o6liime kadar gidebilen klinik tablolara yol actigi bilinmektedir.
Calismamizda kardiyovaskiiler hasar, enflamasyon ve sepsis modelini temsil etmek
tizere endotelial enflamasyon olusturmay1 ve bu siirecin en 6nemli iki hiicresi olan
makrofaj ve endotel hiicrelerindeki HCN kanallarinin ekspresyon diizeyinin ne sekilde

etkilenecegini incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

Hiperpolarizasyonla aktive olan siklik niikleotid kapili (HCN) kanallar, voltaj kapili
K+ kanallarinin alt1 transmembran domainli {ist ailesine aittir ve yaklasik 16 yil once
kesfedilmistir (1). HCN kanallari omurgalilardan ve birka¢ omurgasizdan

klonlanmigtir ancak maya ve prokaryotlarda bulunmamaktadir (2).

HCN kanallarmin ¢ekirdek birimi, diger birgok gdzenek i¢eren kanalinkine benzer bir
mimariye sahiptir. Merkezi olarak yerlestirilmis gdzenek etrafinda diizenlenmis dort
alt birimden olusur. Her bir HCN kanali alt birimi, iki ana yapisal modiilden,
transmembran ¢ekirdekten ve sitozolik C-terminal alanindan olusur (Sekill).
Memelilerde dért homolog HCN kanal alt birimi (HCN1-4) mevcuttur. Bu dort farkl
1zoform kalp ve beyin dokularinda farkl sekilde eksprese edilirler (3). Bu alt birimler,
farkli biyofiziksel 6zelliklere sahip dort farkli homotetramer olustururlar. Potansiyel
HCN kanal tiplerinin sayisinin in vivo olarak heterotetramerlerin olusumuyla arttigina

dair kanitlar mevcuttur (4, 5).
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Sekil 1. HCN1 kanalinin yapisi (6)

HCN2 beyindeki ana izoformdur, HCN4 ise esas olarak kalbin sinoatriyal nodunda
bulunur (7). HCN kanallari, néronal ve kardiyak atesleme hizinin diizenlenmesinde

onemli bir rol oynarlar. Hem kalp hem de beyindeki If ve Th akimlari i¢in “pacemaker”



kanali olarak islev goriirler (8, 9). Pacemaker islevinin yani sira HCN kanallari,
istirahat membran potansiyelinin belirlenmesi, sinaptik iletim, dendritik entegrasyon
ve 0grenme dahil olmak tizere ¢esitli faaliyetlerde de yer alirlar (10, 11). Bu kanallar,
membran hiperpolarizasyonu ve siklik niikleotitlerin agirlikli olarak cAMP ve cGMP
(siklik guanozin monofosfat) baglanmasiyla diizenlenen ikili mekanizma ile aktive
edilirler (12, 13). HCN kanallar1 tarafindan iiretilen akimlar, membran
hiperpolarizasyonunu sigmoidal aktivasyon kinetiginin takip ettigi karakteristik
profillere sahiptir (6). HCN1 aktivasyonu hizli kinetik gosterir; bunu HCN2, HCN3 ve
ardindan HCN4 takip eder (14). Ayrica HCN1 kanallari, HCN2 ve HCN4'e kiyasla
daha pozitif potansiyellerde aktive olur (15).

2.1. HCN Kanallarimin Molekiiler Diizeyde Tanimlanmasi

If kanallarim1 kodlayan birka¢ komplementer deoksiriboniikleik asit (cDNA)
molekiiler klonlama ile izole edilmistir (12, 16). Bu kanallar ikili aktivasyon modeline
uygun olarak “hiperpolarizasyonla aktive olan siklik niikleotid kapili katyon (HCN)
kanallar1” olarak adlandirilmislardir. Omurgalilarda HCN kanal ailesi dort iiyeden
(HCN1-4) olusur. HCN3 kanali spesifik olarak noronlarda eksprese edilse de, diger
tic kanalin (HCN1, 2 ve 4) da kalp ve beyinde eksprese edildigi tespit edilmistir (17).
Hidropati analizi ve dizi karsilastirmasi, HCN kanallarin1 voltaj kapili katyon
kanallarinin iist ailesinin {iyeleri olarak siniflandirir. Kanallar, K kanallariyla (18) ve
siklik niikleotid kapili (CNG) kanal sinifiyla uzaktan iliskilidir ve bu kanallarla
yaklagik %20-25 dizi 6zdesligine sahiptir (19).

Her bir HCN kanali alt birimi, iki ana yapisal modiilden; alti transmembran
segmentinden (S1-S6) olusan ¢ekirdekten bolge ve C linker ve siklik niikleotid
baglama alani (CNBD) igeren sitozolik C terminal bdlgeden olusur (Sekil 2).
Transmembran ¢ekirdek, gecis kapisini ve iyon ileten gozenegi igerir, sitozolik C-
terminal alani, siklik niikleotitler tarafindan modiilasyonu saglar. Her iki modiil de
kanal aktivasyonu sirasinda birbirleriyle allosterik olarak is birligi yapar. Voltaj kapili
katyon kanallariin {ist ailesinin diger iiyelerine benzer sekilde, HCN kanallar

tetramerik kompleksler halinde birlesirler.

HCN kanallari, pozitif yiiklii voltaj algilayici S4 segmenti ve S5 ile S6 segmentleri

arasindaki iyon iletici bir gdzenege sahip olan alt1 transmembrandz sarmal (S1-S6)
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igerir. C terminalinde CNBD tagir. Bu alan cAMP ve cGMP ile aktiflestirilmis protein
kinazlar (20), cAMP guanin niikleotid degisim faktorii (21) ve CNG (19) kanallar1
dahil olmak tizere diger bircok siklik niikleotit baglayici proteinin CNBD'si ile 6nemli
bir sekans benzerligine sahiptir. Kanalin voltaj sensorii, her ii¢c konumda bir diizenli
araliklarla 9 arginin veya lizin tortusu iceren pozitif yiiklii S4 sarmali tarafindan
olusturulmustur. Kanallarin pH duyarliligt S4-S5 segmenti arasindaki bir histidin
kalintisi ile saglanmaktadir. HCN kanallarinin gdzenekleri bir sarmal kisim (P heliks)
ve iyon gecirgenligini kontrol eden bir segicilik filtresi (SF) igerir (Sekil 2). Burada
gosterilen dizi HCN1 ve HCN4'e karsilik gelmektedir, HCN2 ve HCN3 dizilerinden
yalnizca bir konumda farklilik géstermektedir (22).

Kanallarin S1 sarmalindan CNBD'nin C terminaline uzanan ¢ekirdek bolgesi, HCN
kanal ailesi i¢inde yliksek oranda korunur. Buna karsilik, kanallarin N ve C terminal
uclarinin uzunluklar1 6nemli 6lgiide degisir ve bu bdlgelerde yalnizea kiiciik bir dizi

homoloji gosterir. Sitozolik N terminalinin islevi heniiz bilinmemektedir.
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Sekil 2. HCN kanallariin transmembran domainleri ve voltaj segmenti (22).



2.1.1. Transmembran segmentleri ve voltaj sensorii

HCN kanallar alt1 alfa helikal segment ve S5 ile S6 arasinda iyon ileten bir gozenek
halkasindan olusan transmembran kanal ¢ekirdegine sahiptir. S5 ile gdozenek bolgesi
arasinda bulunan ekstraselliiler halkada, yiiksek oranda korunmus bir asparajin
kalintis1 glikozilasyona ugramistir. Bu posttranslasyonel kanal modifikasyonunun
normal hiicre yiizeyi ekspresyonu i¢in ¢ok onemli oldugu gosterilmistir (4). HCN
kanallarinin voltaj sensorii, diizenli araliklarla yerlestirilmis dokuz arjinin veya lizin
rezidiisii tastyan pozitif yiikli bir S4 sarmalindan olusur (23, 24). Pore-loop katyon
kanal1 stiper ailesinin voltaja bagli tiim iiyelerinde pozitif yiiklii S4 segmenti bulunur
(25). Bununla birlikte, S4 yiiklerinin hiicre zar1 diizlemi boyunca i¢ce dogru hareketi,
voltaj kapili potasyum kanallar1 (Kv kanallar1) gibi depolarizasyonla aktive olan
kanallarin kapanmasini tetiklerken HCN kanallarinin agilmasina yol agar (26). HCN
kanallarmin ve depolarizasyonla aktive olan kanallarin gecis mekanizmasindaki bu
farkli polarite mekanizmasinin altinda yatan molekiiler belirleyiciler heniiz
belirlenmemistir. Bununla birlikte, S4'U S5 segmentine baglayan spiralin, farkl
voltajlarda farkli yanit olusmasinda ¢ok dnemli bir rol oynadigina dair kanitlar vardir

(27, 28).

2.1.2. Gozenek yapisi ve iyon secicilik filtresi

HCN kanallar1 Na* ve K™u yaklasik 1:4 gecirgenlik oranlariyla iletir ve milimolar
Sezyum (Cs") konsantrasyonlar1 tarafindan bloke edilir (29). K" iletkenligine yonelik
bu tercihe ragmen, HCN kanallari fizyolojik kosullar altinda ice dogru Na" akimu tagir.
HCN kanallar1 ayn1 zamanda Ca’?" igin de kiiciik bir gecirgenlik gdsteriyor gibi
goriinmektedir (30). 2,5 mM Ca?" konsantrasyonunda, HCN2 ve HCN4'iin fraksiyonel
Ca?" akimi yaklasik %0,5'tir. HCN kanallar1 yoluyla Ca®" girisinin islevsel dnemi su
anda net degildir. Sasirtic1 bir sekilde, HCN kanal gézenek heliksinin sekansi, oldukca
secici K* kanallarinin sekansiyla olduk¢a benzerdir (25). Ozellikle, HCN kanallar:
fizyolojik kosullar altinda Na" iletmesine ragmen, K* kanallarinda bulunan ve K*
iyonlar i¢in segicilik filtresini olusturan bir Glisin-Tirozin-Glisin (GYG) motifi de
icerirler. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda bu yapisal karmasikligi aydinlatacak bir
veri elde edilememistir. Bununla birlikte, tetramerik HCN kanal kompleksinde GYG
motifinin, farkli biiyiikliikteki katyonlarin girisine izin verecek sekilde, K"

kanallarindan daha az rijit bir sekilde koordine edildigi tahmin edilmektedir.



2.1.3. C-Baglayici ve siklik niikleotid baglayic1 domain (CBND)

HCN kanallarinin cAMP'ye duyarlilifina sitozolik C-terminalinin proksimal kismi
aracilik etmektedir (31). Kanalin bu kismi, yaklagik 120 amino asitten olusan bir
CNBD ve CNBD'yi kanal cekirdeginin S6 segmentine baglayan 80 amino asit
uzunlugunda bir C-baglayici bolge icerir. cAMP'nin CNBD'ye baglanmasi, kanal
actlmasim1 hizlandirir ve aktivasyonun voltaj bagimliligin1 daha pozitif voltajlara
kaydirir (13). Bu nedenle, belirli bir voltajda HCN kanallarindan akan akim, cAMP'nin
varliginda yoklugundan daha biiyiiktiir. Birka¢ calisma, cAMP'nin, C-baglayici bolge-
CNBD tarafindan olusturulan tonik kanal inhibisyonunu ortadan kaldirarak kanal
aktivitesini arttirdigimi 6ne sirmiistiir (32, 33). HCN2'in C-baglayici-CNBD
bolgesinin kristal yapisinin belirlenmesi, cAMP'ye bagli kanal modiilasyonunun
molekiiler belirleyicileri hakkinda 6nemli bilgiler saglamistir (31). CNBD, ilk olarak
alfa sarmali (A helix), ardindan 8 sikisik antiparalel b rulosu (bl- b8), kisa bir B
sarmali1 ve uzun bir C sarmalindan olusan yiiksek oranda korunmus bir kivrim gosterir.
C-baglayici domain, 6 alfa-heliksinden (A-F) olusur (Sekil 3). Dort C-baglayici-
CNBD kompleksi, gdzenek halkasi kanallarinin tetramerik mimarisi ile uyumlu olan
4 kath simetrik eksene sahip bir komplekse monte edilir. Tetramerdeki alt birim-alt
birim etkilesimlerinin ¢oguna C-baglayicidaki amino asit kalintilar1 aracilik eder.
cAMP icin baglama cebi, b-roll ile C-sarmal arasindaki arayiizde bir dizi kalinti
tarafindan olusturulur (34, 35). HCN2'nin baglanma cebinde 7 amino asitlik bir grup
ligand ile etkilesime girer (34). Bu kalintilarin ii¢ii b-roll'de (R591, T592 ve E582) ve
dordii C-sarmalinda (R632, R635, 1636 ve K638) bulunur. Bunlar arasinda, C-
sarmalinda, siklik niikleotidlerin kanal agilmasini arttirmasinin etkinligini kontrol eden
sadece bir rezidli (R632) tanimlanmistir (34). C-sarmalindaki 4 kalint1 (R632, R635,
1636 ve K638) HCN2 kanallarinin cAMP i¢in cGMP'ye gore daha yiiksek segicilik
saglamasina katkida bulunur (34). Ancak, bu kalintilarin cAMP segiciligini nasil
olusturdugu acik degildir. cAMP segiciliginin  protein  etkilesimlerinden
kaynaklanmadigi, bunun yerine ¢cGMP'nin cAMP'ye gore daha biiyiik hidrasyon
enerjisine sahip oldugu one siirilmiistiir. Bu, cGMP'nin kanala baglanmasinin daha
yiiksek bir enerji maliyeti ile sonug¢lanabildigini gostermektedir (36). Literatiirde
cAMP baglanmasin1 kanal agilmasiyla birlestiren allosterik siirecin dinamikleri

hakkinda oldukga sinirl1 bilgi bulunmaktadir. Bir modele gore, cAMP'nin yoklugunda



C-baglayic1 domainin kanal agilmasi {izerinde engelleyici bir etki tireten kompakt bir
konformasyonda oldugu diisiiniilmektedir (37). cAMP'nin baglanmasi, C-sarmalini
iceren CNBD'de konformasyonel bir degisiklige neden olur. C-sarmalindaki
konformasyonel degisiklik daha sonra daha gevsek bir konformasyona sahip C-
baglayici ile etkilesir ve bu da komsu alt birimlerin heliksleri arasindaki arayiizde bazi
degisikliklere yol agar. Kuaterner konformasyonda ortaya ¢ikan bu degisiklikler, C-
terminalinin inhibisyonunu ortadan kaldirir, kapali durumu destabilize eder, boylece
kanalin acilmasini tesvik eder. Tanimlanan aktivasyon siirecinin C-baglayici-
CNBD'deki subdomainlerin translokasyonu ile birlikte olusmasi beklenebilir. Ancak
son veriler, durumun bdyle olamayabilecegini gostermektedir. HCN kanallarinin
yakin bir akrabasi olan CNG bir kanalda floresan rezonans enerji transferi (FRET)
Olctimleri, C-baglayici i¢indeki hareketlerin muhtemelen ¢ok minimal oldugunu ve

sadece ¢ok kisitli yeniden diizenlemeler i¢erdigini ileri stirmektedir (38).

Sekil 3. CNBD ve C baglayic1 bolgenin detayli gosterimi. CNBD, ilk olarak alfa
sarmal1 (A helix), ardindan sekiz sikisik antiparalel b rulosu (b1- b8), kisa bir B sarmali
ve uzun bir C sarmalindan olusan yiiksek oranda korunmus bir kivrim gosterir. C-

baglayici domain, alt1 alfa-heliksinden (A-F) olusur (10).



2.2. HCN Kanal Tiplerinin Temel Biyofiziksel Ozellikleri

HCN kanallarinin olagandist biyofiziksel profili, dort ayirt edici Ozellik ile
Ozetlenebilir: hiperpolarizasyon tarafindan indiiklenen kanal aktivasyonu, cAMP ile
dogrudan etkilesim yoluyla aktivasyonun kolaylastirilmasi, hem Na® hem de K'
gecirgenligi ve ekstraselliiler Cs™un milimolar konsantrasyonlar1 tarafindan
inhibisyon (6, 10). Dogal Th, karakteristik sigmoidal bir zaman siirecinde
hiperpolarizasyon ile aktive olan cAMP ile modiile edilmis karistk bir Na'/K*
akimidir. Diger voltaj kapili akimlarin ¢gogundan farkli olarak Th, voltaja bagli bir
sekilde inaktive olmaz. Xenopus oositleri veya Human embryonic kidney cells
(HEK293) hiicreleri gibi heterolog sistemlerde HCN1-4'tiin cDNA'larinin ekspresyonu
indiiklendiginde, If’nin membran hiperpolarizasyonu iizerine aktivasyon, Na“ ve K*
iyonlarinin iletimi, siklik niikleotidler tarafindan zenginlestirilme ve hiicre dis1 Cs”
tarafindan blokaj gibi ayirt edici dzelliklerini sergilemistir (14, 17, 39, 40). Iyon
seciciligi ve farmakolojik profiller, HCN kanal ailesi i¢inde olduk¢a benzer olsa da alt
tiplerin aktivasyon kinetiginde ve voltaj bagimliliginda, ayrica cAMP ile
modiilasyonun boyutunda onemli degiskenlikler gozlenir. Dért HCN kanal tipinin
timii (HCN1 — 4), dogal Ih'nin temel biyofiziksel 6zelliklerini gosterir, ancak voltaj
bagimliliklari, aktivasyon zaman sabitleri (t) ve cAMP'ye bagli modiilasyonun

kapsami1 bakimindan birbirinden farklidirlar.

Dogal ve klonlanmig If kanallari, karakteristik bir sigmoidal zaman siireci ile aktive
olurlar. Akim ilk gecikme faz1 hari¢ genellikle tek veya gift {islii fonksiyonlarla
donatilmistir (29). Kanal aktivasyonunun zaman sabiti membran potansiyeli, iyonik
ortam, uyari siiresi, cAMP konsantrasyonu, pH veya sicaklik gibi deneysel
parametrelerden giiclii bir sekilde etkilenir. Bu i¢sel duyarlilik, farkli laboratuvarlarda
ayni kanallar i¢in elde edilen genis t degerleri araligin1 aciklayabilir. Bununla birlikte,

HCN kanal tiirleri, ilgili aktivasyon kinetiklerine gore siniflandirilabilir.

2.2.1. Voltaj bagimh aktivasyon

Voltaja bagh aktivasyon, HCN kanal alt tipleri arasinda nicel olarak farkliliklar
gosterir. Yart maksimum aktivasyon voltajlar1 [midpoint potansiyeli (Vo.5) olarak
adlandirilir] i¢in tipik degerler HCN1, HCN2, HCN3 ve HCN4 i¢in sirastyla -70 mV,
-95 mV, -77 mV ila -95 mV ve -100 mV'dir (41-43). Cesitli kosullar, farklh



laboratuvarlar tarafindan gozlemlenen genis bir Vo5 araligina yol acarak bu degerleri

onemli dl¢giide degistirebilir (44).

2.2.2. Aktivasyon Kinetigi

Voltaja bagli aktivasyon kinetigi, HCN kanal alt tipleri arasinda da farklilik gosterir.
Ornegin, murin HCN2 kanali i¢in -73 mV (23), -91mV (45) ve -103 mV'lik (12) yari
maksimum aktivasyon voltajlar1 rapor edilmistir. t degerleri durumunda oldugu gibi,
bu degiskenlik biiyiik olasilikla akimlarin deneysel kosullara bagli hassasiyetini
yansitir. Ozellikle hiperpolarize edici voltaj darbesinin uzunlugunun  Vos'in
belirlenmesine Onemli Ol¢lide miidahale ettigi gosterilmistir (46). Bahsedilen
sinirlamalar nedeniyle, HCN kanal ailesi i¢inde ayrica klonlanmis ve dogal kanallar
arasinda gegerli bir Vos karsilagtirmasi, ancak akimlar ayni kosullar altinda
ol¢iildiigiinde miimkiin olacaktir. HCN1 en hizli kanaldir (voltaja bagh olarak 25 —
300 ms t aralig1) (39, 46) HCN4 ise en yavas kanaldir. Giiglii hiperpolarize edici
voltajlarda (-140 mV) birka¢ yiiz milisaniye, normal dinlenme potansiyelinde (-70
mV) ise birka¢ saniye civarinda t degerlerine sahiptir. HCN2 ve HCN3, HCNI1 ve
HCN4 arasinda kinetik aktivasyon gosterir (42, 47, 48).

2.2.3. cAMP ile diizenlenme

Dort HCN kanalinin tiimii yiiksek oranda korunmus bir C-baglayici-CNBD tagimasina
ragmen, bunlar cAMP tarafindan niceliksel olarak farkli sekilde modiile edilirler.
cAMP, aktivasyon kinetiklerini voltaja bagli bir sekilde hizlandirarak ve Vos'1 daha
pozitif voltajlara kaydirarak dogal ve klonlanmis If kanallariin aktivitesini arttirir.
cAMP, HCN kanal aktivasyon egrisini daha pozitif membran potansiyellerine kaydirir
(Sekil 4). Boylece kanal aktivitesi, adenilat siklaz1 aktive eden norepinefrin gibi
norotransmiterler tarafindan arttirilirken, cAMP sentezini inhibe eden asetilkolin gibi
maddeler tarafindan azaltilir. Kopek purkinje lifleri (49) ve embriyonik kok hiicre
kaynakli kardiyomiyositlerle (50) yapilan g¢alismalar, cAMP'nin cAMP'ye bagh
protein kinaz A aracili fosforilasyon yoluyla da If'yi uyarabilecegini gostermektedir.
Modiilator etkinin K. degerleri, fizyolojik cAMP konsantrasyonlar1 araligindadir
(Ka=60-500 nM aralig1) (12, 33). HCN kanallari cGMP'ye de duyarlidir (13). Bununla
birlikte, cAMP ile karsilastirildiginda, ayn1 Vo s kaymasini indiiklemek icin yaklasik
10 ila 100 kat daha yiiksek cGMP konsantrasyonlar1 gerekir (HCN2 kanali i¢in Ka =6



uM) (12). HCN2 ve HCN4, siklik niikleotitlere tepkileri bakimindan HCN1'den
oldukca farklidir. cAMP, HCN2 ve HCN4'iin Vosini belirgin olarak degistirirken
(yaklasik +15 mV kayma), HCNI {iizerinde zayif bir etki gosterir (OmV'den 7mV'ye
kayma) (45, 51). Benzer sekilde cAMP, HCN2 ve HCN4 kanallarin1 biiyiik 6l¢iide
hizlandirirken; HCN1'in kinetigi iizerinde ¢ok az etkiye sahiptir. cAMP, HCN2 ve
HCN4'lin aktivasyon egrilerini yaklagik 10 mV ila 25 mV kaydirir ve agilma kinetigini
hizlandirir (41, 47, 52). HCN2 i¢in K, degerinin cAMP i¢in 0,5 uM ve cGMP igin 6
UM oldugu bildirilmistir (12). Buna karsilik, HCN1 ve HCN3, cAMP'den yalnizca
zayif bir sekilde etkilenir (32, 33, 42).
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Sekil 4. HCN2 kanal aktivitesinin cAMP ile degisimi. Grafik, 10 uM cAMP'nin
yoklugunda veya varliginda hiperpolarizasyonla aktive edilen HCN2 aktivasyonunun
voltaja bagimliligin1 gostermektedir. cAMP, aktivasyon egrisinde pozitif bir kaymaya

neden olur (6).

2.2.4. ikili kanal aktivasyon modeli

HCN kanallarinin voltaj bagimh ve siklik niikleotit aracili ikili aktivasyonu, siklik
allosterik bir model tarafindan tanimlanmistir (53, 54). Bu modele gore, tetramerik
kanalin dort alt biriminin her biri voltaj tarafindan bagimsiz olarak gecis aktivitesini
gerceklestirmektedir. Tek bir voltaj sensOriinlin etkin duruma gectigi her seferde
kanalin agilma olasilig1 artar. A¢gma/kapama reaksiyonlar: allosterik olarak meydana

gelir ve dort alt birimin hepsinin birlikte uyumlu aktivasyonu ile transport gerceklesir.
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cAMP'nin agik kanallara kapali kanallara gore daha yiiksek baglanma afinitesine sahip

oldugu varsayilmaktadir (53-55).

2.3. HCN Kanal Aktivasyonunun Yapisal Ozellikleri

HCN kanallar voltaj kapili katyon kanallari ailesi i¢inde olup, kanal aktivitesinin
depolarizasyon yerine membran hiperpolarizasyonuna bagimli olmasi ve cAMP ile
modiile olmasi1 gibi benzersiz 06zelliklere sahip olmasiyla diger kanallardan
ayrismaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, bu karmasik aktivasyon siirecinin altinda yatan
mekanizmalar hakkinda aydinlatici veriler elde edilmistir. C terminalinden komplet
olarak yoksun olacak sekilde kesik bir HCN1 kanal1 hala membran hiperpolarizasyonu
ile aktive edilirken, cAMPin bu kanal {lizerinde etkisi kalmadig1 gézlenmistir (32).
Bu bulgu, HCN kanallarmin esasen modiiler bir sekilde calistigini gostermektedir.
Transmembran bolgesi voltaj algilayan S4 segmenti, kanal girisi ve gozenek dahil
olmak iizere kanalin ana ¢ekirdegini olusturur (23, 24). C terminali, voltaja bagiml
gecisi etkileyen ancak ge¢is aktivasyonu i¢in bash basina gerekli olmayan modiilator
bir etki alam olarak islev goriir. Simdiye kadar, HCN kanallarinin sitoplazmik N
terminallerinin kanal aktivasyonunda énemli rolii olduguna dair bir kanit yoktur (33,

56).

S4 ve S4-S5 baglayicisinin yani sira diger HCN kanal alanlar1 da aktivasyon siirecinde
yer alir. HCN1/HCN4 aktivasyon kinetigini arastiran bir ¢alismada, ilk transmembran
segmentinin (S1) ve hiicre dis1 S1-S2 baglayicisinin kanal agilma hizini kontrol eden
major belirleyiciler oldugu gosterilmistir (57). HCN kanallarinin voltaj kontrollii
aktivasyon kapisinin molekiiler kimligi heniiz belirlenmemistir. Son zamanlarda
yapilan iki ¢alisma, voltaj kapili K kanallarina benzer sekilde gegidin S6 segmentinin
C terminal ucunda lokalize olan amino asit kalintilar1 tarafindan olusturulabilecegini

ve dolayisiyla kanalin hiicre i¢i agzinda bulunabilecegini gostermektedir (58, 59).

Bir dizi delesyon mutantinin ve HCNI/HCN2 kanallarinin sistematik analizine
dayanarak yapilan bir calismada cAMP'min etkisini agiklamak i¢in bir model
onerilmistir (32, 33). Bu modelde, CNBD kanal domaini otoinhibitor roliinii yerine
getirir. cAMP'nin yoklugunda, C terminali, kanal ¢ekirdegi ile etkilesime girerek ve
bdylece aktivasyonu daha hiperpolarize edici voltajlara kaydirarak HCN kanal geg¢isini
inhibe eder. cAMP'nin CNBD'ye baglanmasi bu inhibisyonu ortadan kaldirir. Bu
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modele gore, farkli HCN kanallar1 arasinda cAMP'ye verilen yanitin biiytikliigiindeki
farkliliklar, biiylik o6l¢iide CNBD'min bazal gecisi engelleme o6l¢iisiindeki
farkliliklardan kaynaklanmaktadir. HCN2 ve HCN4 kanallari, siklik niikleotit
yoklugunda etkili bir sekilde inhibe edildikleri i¢in cAMP'ye biiyiik bir cevap
gosterirler. Buna karsilik HCN1 cAMP'den sadece zayif bir sekilde etkilenir, ¢iinkii
bu kanalda CNBD'nin inhibitor etkisi cAMP'nin yoklugunda bile zayiftir. CNBD'nin
inhibe edici etkisinin, kanal ¢ekirdek alani ile dogrudan bir fiziksel etkilesimle mi
yoksa dolayli yollarla mi1 olustugu heniiz belirlenmemistir. Son transmembran sarmali
(S6) CNBD'ye baglayan yaklasik 80 amino asitlik C linker olarak adlandirilan bir

bdlgenin, bu siiregte anahtar rol oynadigina dair kanitlar vardir (33).

2.4. HCN Kanallarinin Diizenlenmesi

If kanallar1 ¢esitli norotransmitterler ve metabolik uyaranlar tarafindan diizenlenir
(29). Cogu durumda diizenleme, kanal aktivasyonunun voltaj bagimliliginin pozitif
veya negatif yone kaymasina dayanir. HCN kanallari, sitozol ve hiicre dis1 bosluktaki
kiiciik molekiillerin [6rnegin, PIP2 (Fosfatidilinositol 4,5 bifosfat) protonlari, kloriir
iyonlar1] yani sira proteinler tarafindan da siki bir sekilde diizenlenir. Bu molekiiller,
plazma zarindaki kanallarin fonksiyonel 6zelliklerini kontrol ederler, hiicre yiizeyi
ekspresyonlarim1  yani zardaki fonksiyonel kanallarin sayisim1 diizenlerler ve

tanimlanmis hiicresel bolmelere hedeflenmelerini saglarlar.

2.4.1. PIP2 ile diizenlenme

Bir¢ok iyon kanalinda oldugu gibi, HCN kanallarinin voltaja bagh gecisi, fosfatidil
inositol 4,5 bifosfat (PIP2) dahil olmak iizere membran fosfoinositidleri tarafindan
allosterik olarak diizenlenir (60, 61, 62). Bu membran lipidleri, HCN kanallarinin
voltaja bagl aktivasyonunu siklik niikleotidlerin etkisinden bagimsiz olarak yaklasik
20 mV'luk pozitif potansiyellere dogru kaydiran allosterik ligandlar olarak hareket
ederler. Sonug¢ olarak fosfoinositidler HCN kanalinin agilmasmi Ih kanallarinin
fizyolojik rolii ile ilgili bir voltaj araligina ayarlar. Fosfolipidlerin enzimatik
bozunmasi1 kanal aktivasyonunu azalttigi ve noronlarin atesleme frekansini
yavaslattig1 icin, HCN kanallarinin PIP2 aracili regiilasyonu, noronal devrelerdeki
fonksiyon i¢in fizyolojik 6neme sahip olabilir. Farkli PIP2 seviyeleri, farkli gelisim

evresindeki veya farkli bolgesel dagilimdaki kalp hiicrelerinde Th'nin yar1 maksimum
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aktivasyon voltajlarindaki varyasyonlarimi da agiklayabilir (63-65). PIP2'nin HCN
kanal gegcisi iizerindeki etkisini veren molekiiler belirleyiciler heniiz bilinmemektedir.
Biiytik olasilikla, HCN kanallari, fosfoinositidlerin negatif yiiklii bag gruplar ile kanal

proteini arasindaki elektrostatik etkilesim ile aktive edilmektedir.

2.4.2. Protonlar ile diizenlenme

HCN kanallarinin aktivitesi hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 pH'daki degisiklikler
tarafindan diizenlenir (66, 67, 68). Hiicre i¢i protonlar kanal aktivasyonunun voltaj
bagimliligii daha hiperpolarize edici voltajlara kaydirir ve aktivasyon hizini
yavaglatir. Bu nedenle asidik pH kosullar1 altinda kanal aktivitesi diisiiktiir ve alkali
kosullar altinda aktivite artar. Bolgeye yonelik mutajenez kullanilarak, fare HCN2'inde
pH duyarliligini saglayan voltaj algilayic1 S4-sarmali ile sitoplazmik S4-S5 baglayicisi
arasindaki sinirda lokalize olan protonlanabilir bir histidin kalintist (His321)
tanimlanmistir. Asidik (pHi: 6.0) ve alkali pH'de (pHi: 9.0) HCN2 aktivasyonunun orta
nokta potansiyeli, fizyolojik pH (pHi: 7.4) ile karsilastirildiginda sirasiyla yaklasik 10
mV daha hiperpolarize ve depolarize potansiyellere kaydirilir (66). Asidik hiicre dis1
pH (pHe < 5.0), HCN kanallarmin voltaj bagimliligini daha pozitif voltajlara
kaydirarak Ih'yi aktive eder (68). HCN kanallarinin pH ile modiilasyonu, talamik
salinimlar ve solunum frekansi da dahil olmak {izere cesitli fizyolojik siireclerin
kontroliinde yer alabilir. Asidoz tarafindan HCN kanal aktivitesinin inhibisyonu, kalp
yetmezligi ve miyokard enfarktiisii gibi patolojik durumlarda da 6nemli olabilir. Hiicre
ici protonlarin HCN kanallar iizerindeki etkisi, beyindeki HCN kanal aktivitesini
modiile ederek, talamik salinimlarin ve solunum frekansinin diizenlenmesinde 6nemli
fizyolojik etki olusturur (67). Generalize nobetlerdeki karbonik anhidraz
inhibitorlerinin koruyucu etkisi, HCN kanallarinin hiicre i¢i pH'a yliksek duyarliligina
baglanmistir (69). Karbonik anhidrazin inhibisyonu pHi'de artisga neden olur ve
talamokortikal néronlarda Ih'yi arttirir. Sonug olarak, bu néronlar depolarize olur ve
senkronize paroksismal desarjlara katilimlar1 azalir. HCN kanallarinin hiicre i¢i asidoz
tarafindan inhibisyonu, kardiyak iskemi ve kalp yetmezligindeki patofizyoloji ile

alakali olabilir.

13



2.4.3. Kloriir ile diizenlenme

Ih'nin kararli durum iletkenligi, hiicre dis1 kloriir tarafindan diizenlenir. C1"!“iin bu
etkisinin HCN2 ve HCN4 i¢in belirgin oldugu, HCNI1 ig¢in ise olduk¢a zayif oldugu
bulunmustur (70). Gézenek bolgesindeki tek bir amino asit kalintisi, hiicre dis1 CI™!
duyarliliginin molekiiler bir belirleyicisi olarak tanimlanmistir (70). Yiiksek CI!
duyarhiligimma sahip kanallar (HCN2 ve HCN4) bu konumda bir arjinin kalintisi
(HCN2'de R405; HCN4'te R483), HCNI1 ise bir alanin (A352) kalintis1 tagir. HCN
kanallarinin CI! tarafindan diizenlenmesi muhtemelen kalp patofizyolojisi ile de
ilgilidir. HCN4 ve HCN2 tarafindan diizenlenen sinoatriyal Th genliginin azalmasi,

hipokloremide gozlenen aritmilerin olusumundan sorumlu olabilir.

2.4.4. Tirozin kinaz, p38-MAP Kkinaz ile diizenlenme

HCN kanallart tirozin kinazlara ek olarak Serin/Treonin kinaz, p38-MAP kinaz
tarafindan da diizenlenir. Hipokampal piramidal noronlarda, p38-MAP kinazin
aktivasyonu, voltaja bagli aktivasyonu 6nemli 6l¢iide daha pozitif potansiyellere dogru
kaydirir (71). Bu diizenleme, temporal sumasyon ve ndronal uyarilabilirligi islevsel
olarak etkileyebilir. p38-MAP kinazin goézlenen etkileri HCN kanal proteininin
dogrudan fosforilasyonuyla mi1 yoksa bu kanallarla etkilesime giren baska bir proteinin

fosforilasyonuyla m1 indiikledigi agik degildir.

2.4.5. Interaktive proteinler ile diizenlenme

Misshapen-like kinase 1 (MinK) ile iligkili protein MiRP1'in birka¢c HCN kanal tipi ile
etkilesime girdigi rapor edilmistir (72-74). MiRP1, tek transmembran protein ailesinin
bir iiyesidir ve hERG (human ether-a-go-go related gene) K* kanalinin yerlesik bir
yardimci alt birimidir (75-77). MiRP1'in sigan neonatal kardiyomiyositlerinde ve
kopek sinoatriyal diigiim dokusunda HCN?2 ile etkilesime girdigi bulunmustur (74).
Xenopus oositlerinde (73) ve neonatal sican kardiyomiyositlerindeki (74)
overekspresyon caligmalari, MiRP1'in mevcut HCN2'min aktivasyon Kkinetigini
hizlandirdigim1  ve  yogunlugunu arttirdigini  gostermistir.  Overekspresyon
sistemlerinde, MiRP1'in HCN1 (73) ve HCN4 (72) ile de etkilesime girdigi
bulunmustur. MiRP1, HCN4'in akim yogunlugunu arttirmig, ancak HCN1/HCN2'deki
ekspresyon deneylerinden farkli olarak, kinetigi yavaslatip kanalin aktivasyon

egrisinde negatif bir kaymaya neden olmustur (72). Toplu olarak, bu sonuclarla
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MiRP1'in HCN kanallarinin yardimci bir alt birimi oldugu 6ngoériilebilir. Cok yakin
zamanda, bagka bir transmembran proteinini olan K' channel regulator protein 1
(KCR1) 'in HCN2 ve dogal kardiyak Ih kanallar ile etkilesime girdigi rapor edilmistir
(78). KCR1, MiRP1 gibi hERG K" kanaliyla iliski kurabilen 12 transmembran
bolgesine sahip plazma membrani ile iligkili bir proteindir (79, 80). KCRI
overekspresyonunun Chinese hamster ovary (CHO) hiicrelerinde HCN2 akim
yogunlugunu azalttig1 gosterilmistir. Sigan kardiyomiyositlerindeki overekspresyon
ayrica dogal Ih'nin mevcut yogunlugunu da azaltmis ve bu hiicrelerin spontan aksiyon
potansiyeli aktivitesini bastirmistir. Bu deneylerden, KCR1'in HCN kanallarini
engelleyici bir yardimer alt birimi oldugu ve kardiyak otomatisitenin diizenleyicisi
olarak hizmet ettigi sonucuna varilmistir. MiRP1 igin tartisildigi gibi, bu hipotezi

dogrulamak i¢in daha fazla deney gerekmektedir.

Birkag iskelet proteini, HCN kanallarinin C-terminali ile etkilesime girer. Bu
proteinler esas olarak néronlarda tanimlanmistir ve farkli hiicre alt birimlerine
(6rnegin dendritler veya sinapslar) yonelik kanal etkinligini diizenleyebilirler. TPR
iceren Rab8b etkilesimli protein (TRIP8b) olarak adlandirilan beyne 6zgii bir protein,
HCN kanallarmin C-terminalinde korunmus bir tripeptit dizisi araciligryla kanal ile
etkilesime girer (81). Bu proteinin vezikiillerin nihai hedeflerine taginmasinda 6nemli
bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir (82). TRIP8b, kortikal ve hipokampal piramidal
hiicrelerin dendritlerinde HCNI ile ayni1 yerde bulunur. TRIP8b'nin dogal hiicrelerde
veya heterolog sistemlerde HCN proteini ile birlikte ekspresyonu, plazma
membraninda HCN kanallarinin gii¢lii downregiilasyonu ile sonuglanir. Bu deneylere
ve HCN1 nakavt farelerin analizine dayanarak, TRIP8'in kortikal piramidal néronlarda
somatodendritik HCN1 kanal aksiyon potansiyeli olusumunda rol oynadigi tahmin

edilmektedir (81).

HCNI1'in, filamin A'y1 CNBD'nin agagisinda 22 amino asitlik bir dizi yoluyla bagladig1
bulunmustur (83). Filamin A, aktine baglanan ve boylece K kanali olan Kv4.2 ve igeri
dogrultucu K kanallar1 (Kir2.1) gibi transmembran proteinleri aktin hiicre iskeletine
bagladig1 varsayilan bir sitoplazmik iskelet proteinidir (84, 85). Filamin A-eksprese

eden ve filamin A-eksik hiicre hatlarindaki heterolog overekspresyona dayanarak,
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filaminin kiimelenmeye neden oldugu ve HCNI1'in aktivasyon ve deaktivasyon

kinetigini yavaglattig1 one siiriilmiistiir (83).

Ih kanallari, sinoatriyal miyositlerde ve dogal sinoatriyal Ih'ye katkida bulunan ana
HCN kanali izoformu olan HCN4' eksprese eden HEK293 hiicrelerinde membran
lipit hattinda lokalize olur (86). Koimmiinopresipitasyon deneyleri, HCN4 ile caveola
olarak adlandirilan isaretleyici bir protein olan caveolin-3 arasinda bir etkilesime isaret
etmektedir (87). Caveola, morfolojik olarak farkli bir lipit sal tipini temsil eder.
Kardiyomiyositlerde ve kalp pili hiicrelerinde, HCN kanal aktivitesini diizenleyen
beta-2 adrenoseptorleri de dahil olmak {izere, B-adrenerjik sinyal yolunun birkag
eleman1 caveolada lokalizedir. HCN4'lin caveolada kiimelenmesinin, bu kanalin
normal islevi ve dlizenlenmesi i¢in gerekli oldugu 6ne stiriilmiistiir. Ger¢ekten de, lipid
invajinasyonlarinin kolesterol tiikenmesi ile bozulmasi, membran i¢inde HCN
kanallarinin yeniden dagilimina neden olup kanallarin kinetik 6zelliklerini

degistirmistir (86).

2.5. Doku Diizeyinde HCN Kanal Ekspresyonu

HCN kanallar1 esas olarak sinir sistemi ve kalpte ifade edilmektedir. Beyinde HCN1
neokorteks, hipokampiis, serebellar korteks ve beyin sapinda eksprese edilir (2, 46, 88-
90). Ek olarak omurilikte HCN1 ekspresyonu bildirilmistir (90). HCN2, talamus ve
beyin sap1 ¢ekirdeklerinde en yiiksek ekspresyonla neredeyse biitiin beyin bolgesinde
dagilmistir (46, 88, 89). Buna karsilik, HCN3, merkezi sinir sisteminde ¢ok diisiik
seviyelerde, seyrek olarak bulunur. Orta ila yiiksek ekspresyon sadece olfaktor bulbus
ve bazi hipotalamik ¢ekirdeklerde tespit edilmistir. HCN4, beynin bazi boliimlerinde
ornegin cesitli talamik c¢ekirdeklerde ve olfaktor bulbusun mitral hiicre tabakasinda
giiclii bir sekilde ifade edilir (46, 88, 89). Diger beyin bolgelerinde HCN4'lin ifadesi
cok daha diisiiktiir. Periferik sinir sisteminde ve dorsal kok ganglionunda hakim olan
alt tip HCN1’dir ve bu bolgelerde 4 HCN alt tipinin tamaminin ekspresyonu tespit
edilmistir(91).

Dort HCN kanali izoformunun tiimii kalpte tespit edilmistir. Bu izoformlarin
ekspresyon seviyeleri biiyiik dlciide kardiyak bolgeye baglidir ve ayrica tiirler arasinda
farklilik gosteriyor gibi goriinmektedir (Tablo 1). Sinoatriyal diigiimde, simdiye kadar

analiz edilen tiim tiirlerde (6rnegin tavsan, kobay, fare ve kopek) HCN4, Ih'nin
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yaklagik %80'ini olusturan ana izoformdur (7, 17). Bu akimin kalan kism tiire baglidir.
Tavsanda Th'nin bu fraksiyonuna HCN1 hakimdir, farelerde ise HCN2 bu fraksiyonu
olusturur (7, 92). Simdiye kadar, insan sinoatriyal diigiimiinde HCN kanallarmin

ekspresyonu hakkinda hi¢bir veri mevcut degildir.

Kardiyak iletim sisteminin diger boliimlerinde oldugu gibi, HCN4 atriyoventrikiiler
diigimde (93) ve Purkinje liflerinde (94) de ekspresyonu olan ana izoformdur. HCN3,
iletim sisteminde sadece ¢ok diisiik seviyelerde ifade edilir. HCN kanallar1 ayrica
atriyal ve ventrikiiler miyositlerde bulunur. Bu hiicrelerde, HCN2 oldukg¢a yaygin bir
dagilim gosteren baskin izoformdur. HCN1, HCN3 ve HCN4'iin transkriptleri de kalp
kasinda tespit edilmistir. Genel olarak, iletim sistemi hiicrelerine kiyasla normal kalp
kasinda HCN kanallarinin ekspresyon seviyeleri diisiiktiir. Bununla birlikte, kalp
hastaliklar1 sirasinda HCN kanallarmin upregiilasyonu meydana gelebilir (95-98).
Ornegin HCN2 ve HCN4, kardiyak hipertrofi ve kalp yetmezliginde, atriyal ve
ventrikiiler miyokardda upregiile edilir (99-101). Bu nedenle, Th asir1 ekspresyonu,

hipertrofik kalpte aritmojenik aktivitenin 6nemli bir tetikleyicisi olabilir.

Tablo 1. HCN kanal alt tipleri ve 6zelliklerinin karsilastirilmasi. (Yavuz ve Onat,
2018)’tan gevrilerek alinmistir (102).

HCN . cAMP Aktivasyon Aktive
. Ifade Edildigi Bolge Modiilatorleri
Izoformlar1 Duyarhhg Hizx Oldugu Voltaj
korteks, hipokampus,
serebellum, talamus, dorsal cGMP, PIP2, Hizli
HCN1 kok gangliyonu, sinoatriyel filamin A, Nedd4-2, = disiik aktivasyon; 30- = -70mV
diigiim, atriyoventrikiiler Thyl, pH 300 ms

diigiim, Purkinje lifleri

talamus ve beyin sap1

nukleuslari, korteks, cGMP, PIP2,
orta; 200- 400
HCN2 hipokampus, serebellum, MiRP1, pH, tirozin yiiksek -95mV
ms
sinoatriyel diigiim, kinazlar
atriyoventrikiiler digiim
hipotalamus, olfaktor bulbus, Yavag
HCN3 kalp kasi, karaciger, akciger, =~ PIP2, pH - aktivasyon; -77/-95 mV
bobrek 400ms-s
talamus, bazal gangliyonlar,
sinoatriyel diigiim, Yavas
¢GMP, PIP2, pH,
HCN4 atriyoventrikiiler diigiim, o yiiksek aktivasyon; -100 mV
L . tirozin kinazlar
Purkinje lifleri, insan testisi, 400ms-s

iskelet kas1 ve akciger
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2.6. Kardiyak Ritmin Olusumunda Ih Akiminin Rolii

HCN4, kalbin pacemaker bolgesi olan sinoatriyal diiglimde bulunan baslica HCN
kanal alt tipidir. Sinoatriyal diigiimde, HCN4 kanallar1 bir kardiyak aksiyon
potansiyelinden sonra hiperpolarizasyon ile aktive olur. Daha sonra HCN kanallar
iceri dogru olusan akimu iletir ve hiicreyi depolarize ederek voltaj kapili Ca*? kanalmin
aktivasyonuna yol acar, bu da bir sonraki kardiyak aksiyon potansiyelinin
ateslenmesine yol acar. Bu sekilde ritmik atesleme {iretilir. Norotransmiterler veya
farmakolojik miidahale voltaj bagimliligin1 saga kaydirmak ve ardindan HCN
kanallarinin maksimum akim iletkenligini artirmak igin cAMP seviyelerini

ylkselterek kalp atis hizin1 hizlandirir (103).

Kalp atisi, sag atriyumun sinoatrial nod bolgesindeki 6zel kalp pili hiicrelerinden
kaynaklanir. Bu hiicreler, -65 ila -45 mV arasindaki voltaj aralifinda ilerleyici bir
diyastolik depolarizasyon varlig1 ile karakterize edilen 6zel bir tiir aksiyon potansiyeli
(pacemaker potansiyeli) liretir. Repolarizasyon fazindan sonra, SA diigiim hiicresinin
membran potansiyelini kalsiyum kanali aktivasyonunun esigine dogru geri gotiiren ve
bdylece ateslemeyi siirdiiren diyastolik depolarizasyondur. Diyastolik depolarizasyon,
aralarinda Ih'nin 6nemli bir rol oynadigi kabul edilen birkag akimin uyumlu eylemiyle
iretilir, ¢linkii negatif potansiyellerde aktive edilir ve bu nedenle Ih potansiyel olarak
diyastolik depolarizasyonun birincil baglaticisi olarak hizmet edebilir. Th'ye ek olarak,
kalsiyum akimlar1 T tipi Ca kanal akimi (ICaT) ve L tipi Ca kanal akim1 (ICaL) ve
molekiiler korelasyonu heniiz bilinmeyen siirekli ice akim dahil olmak tizere diger ice
dogru akimlar diyastolik depolarizasyona katkida bulunabilir (104, 105). Ayrica,
diyastolik depolarizasyonun disa dogru dogrultucu K" akimlar1 olan hizli potasyum
akimi (IKr) ve yavas potasyum akimi (IKs)'lerin bozulmasiyla veya ryanodin (106-
108) veya Inositol trifosfat (IP3) reseptorleri (109) yoluyla hiicre ici Ca* salinimini
iceren mekanizmalarla baglatilabilecegi One siiriilmiistiir. Th sadece temel ritim
olusumunda yer almaz, ayn1 zamanda otonom sinir sistemi tarafindan kalp atig hizinin
diizenlenmesinde de Onemli bir rol oynar. Sempatik uyari, Th'yi aktive eder ve
dolayisiyla, B-adrenoseptodr tarafindan tetiklenen cAMP firetimi yoluyla kalp hizini
hizlandirir. Vagal uyari, cAMP sentezinin inhibisyonu ve ardindan ITh aktivitesinin

inhibisyonu yoluyla kalp hizin1 diistirtir.
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Son genetik fare modeli ¢caligmalari, in vivo kosullar altinda kardiyak ritmiklikte Th'nin
onerilen rollerini degerlendirmeyi miimkiin kilmistir. Yukarida bahsedildigi gibi,
HCN4, SA diigiimde Ih'nin yaklasik %80'ini olusturur ve kalp atiminin olusumu ig¢in
cok onemli oldugu kabul edilir (110-112). Bu goriisii desteklemek i¢in, HCN4 geni
bozulan farelerde embriyonik 10. ile 11. gilinler arasinda rahimde oldiikleri
gosterilmigtir (112). HCN4 eksikligi olan farelerin embriyonik 10. giinden 6nce analiz
edilen embriyonik kalpleri, vurus frekansinda yaklasik %40k bir azalma
gostermistir. Daha da 6nemlisi, bu kalpler B-adrenerjik uyariya yanit vermedigi
gozlenmistir. Bu nedenle, embriyonik kalpte HCN4'lin ana kalp atis1 i¢in, embriyonik
11. giinden 6nce gerekli olmadigi, ancak kanalin otonom kalp hiz1 regiilasyonu igin
kesinlikle ¢ok 6nemli oldugu sonucuna varilabilir (112). Bu sonucu desteklemek ig¢in,
CNBD'de yiiksek afiniteli cAMP baglanmasini ortadan kaldiran bir mutasyon
(HCN4R669Q) tasiyan fareler ile yapilan bir ¢aligmada, bu farelerin kalplerinin -
adrenerjik stimiilasyona yanit vermedigi gosterilmistir (111). Daha ileri analizler,
HCN4 eksikligi olan farelerin muhtemelen SA diiglimiiniin gelisimsel bir kusurundan
0ldiigiinii ortaya ¢ikarmustir (112). Bu fareler, ilkel pacemaker potansiyelleri iireten
ancak yetiskin tipi pacemaker potansiyeli liretemeyen embriyonik pacemaker hiicreleri
gelistirir. Ilging bir sekildle HCN4R669Q mutasyonu olan fareler pacemaker
potansiyeli liretebilmis, ancak HCN4 eksikligi olan fareler gibi embriyonik 11. giin
civarinda da Olmislerdir (111). Bu caligmalar, HCN4 proteininin embriyonik kalp
gelisimi sirasinda yetiskin pacemaker hiicrelerinin olusumu i¢in ve embriyonik kalp
hizinin  cAMP'ye baglh upregiilasyonunu saglamak icin gerekli oldugunu
gostermektedir. Her iki HCN4 aracili islev, erken kalp fonksiyonlarinda ve erken
embriyonik kalp gelisiminde vazge¢ilmezdir ancak ge¢ embriyonik kalp gelisimi

asamalarma geg¢is icin de gereklidir.

Ih, global HCN4 eksikligi olan farelerin embriyonik pacemaker hiicrelerinde oldugu
gibi, yetiskin HCN4 eksikligi olan farelerin SA diiglim hiicrelerinde de yaklasik %80
oraninda azalmistir (110). Bununla birlikte, bu mevcut bilesenin eksikligi, ne
pacemaker potansiyel olusumunda biiyiik bir bozulmaya ne de kalp hizinin B-
adrenerjik regiilasyonunda interferansina yol agcmamistir. Global HCN4 yoksun
farelerin aksine, yetiskin HCN4 yoksun fareler, normal bir bazal kalp hiz1 ve normal

sempatik ve vagal kalp hiz1 modiilasyonu ortaya ¢ikarmistir. Bununla birlikte, yetiskin
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HCN4 eksikligi olan fareler, tekrarlayan siniis duraklamalari ile karakterize edilen bir
kardiyak aritmi sergilemistir. Yetigkin HCN4 yoksun farelerin pacemaker hiicreleri
yaklasik 8 mV ile hiperpolarize edilmis ve ¢ogu durumda bazal kosullar altinda
kendiliginden ateslenmemistir. Ancak bu islevsel bozulma B-adrenerjik uyari ile telafi
edilebilmistir. Sonug olarak, bu bulgular yetiskin SA diigiimiinde HCN4'iin pacemaker
potansiyellerinin bir tiir dengeleyicisi olarak hizmet edebilecegini diisiindiirmektedir.
Cogu durumda ve ozellikle sempatik stimiilasyon sirasinda, HCN4'iin stabil
pacemaker1 desteklemek i¢in gerekli olmadig1r goriilmektedir. Bununla birlikte,
repolarize edici akimlardaki bir artigtan sonra (6rnegin vagal stimiilasyon veya aktif
durumdan bazal kardiyak duruma gecis), HCN4 aktive olur ve sistemi iyi dengede
tutarak depolarize edici bir akim saglar. Bu depolarizasyon rezervinin kaybi, HCN4

nakavt farelerde tekrarlayan siniis duraklamalarinin indiiklenmesini agiklayabilir.

Farelerde SA digiimii Th akimimnin yaklasik 9%20'sini olusturan HCN2, HCN4'e
tamamlayict bir kanal olarak hizmet edebilir (92). HCN2 eksikligi olan fareler ayrica
elektrokardiyogramda degisen tepe-tepe araliklari ile karakterize edilen bir siniis
aritmisini ortaya ¢ikarmistir (92). Otonom kalp hiz1 regiilasyonu dahil siniis ritminin
diger parametrelerin bu farelerde normal oldugu gézlenmistir. HCN4'te oldugu gibi,
HCN2 eksikligi olan SA diiglim hiicrelerinin maksimum diyastolik potansiyeli (MDP)
hafifce hiperpolarizedir.

Simdiye kadar insanlarda dort farkli heterozigot HCN4 mutasyonu tanimlanmistir
(113-116). Mutasyonlar, cAMP'ye bagli modiilasyon (HCN4-573X) kaybia (113),
aktivasyon egrisinde hiperpolarize kaymaya (S672R ve G480R) (114, 116) veya hiicre
yiizeyi ekspresyonunda ciddi bir azalmaya (D553R) (115) yol acar. Ilging bir sekilde,
bu mutasyonlardan muzdarip olan tiim hastalarin ortak noktasi, az ya da ¢ok siddetli
bradikardi sergilemeleridir, bu HCN kanal1 eksik fare modellerinde gézlenmeyen bir

klinik fenotiptir.

2.7. Th Akimin Hastahklarla Tliskisi
HCN kanallariin sinir sistemi ve kalpteki yaygin ifadesi ve fizyolojik 6nemi goz
Ontine alindiginda, bu kanallarin bozulmus ekspresyonunun veya malformasyonunun

insan hastaliklarinin olusumu ile iliskili oldugu varsayilabilir. Ger¢ekten de son birkag
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yilda Th'nin en az ii¢ hastalik sinifinin patolojisinde rol oynadigina dair kanitlar

oldukca fazladir: epilepsiler, ndropatik agr1 bozukluklar1 ve kardiyak aritmiler.

2.7.1. Kalitsal kanalopatiler

Klasik anlamda kanalopati terimi bir iyon kanali genindeki kalitsal genomik
mutasyonlarin neden oldugu ve kanal proteininin kaybina, bozulmus ekspresyon
seviyelerine veya fonksiyonel kusurlarina yol acan hastaliklar1 ifade eder. Ilging bir
sekilde, HCN kanal genlerinin kesfinden 10 yi1l sonra sayisiz ¢abaya ragmen, sadece
dort kalitsal HCN kanal mutasyonu tanimlanmistir. Dordii de HCN4 geninde
lokalizedir ve siniis bradikardisinin indiiksiyonu ile iligkilidir (117). Simdiye kadar
tanimlanan tiim hastalar, ilgili HCN4 mutasyonu i¢in heterozigottur. Bu bulgu i¢in
olas1 bir agiklama, farelerde oldugu gibi, her iki HCN4 allelinin bozulmasi (112) veya
islevsel bozuklugunun (111) olgun bir kardiyak iletim sistemi gelistirememe nedeniyle
embriyonik 6liimle iligkili olmas1 olabilir. Simdiye kadar insan HCN1-3 genlerinde
hastaliga neden olan mutasyonlar bildirilmemistir. Sican HCN nakavt modellerinin
analizi temelinde, bu genlerdeki mutasyonlarin karmasik kardiyak (HCN2) ve/veya
noronal (HCNI1, HCN2) fenotipleri gozlenmistir. Bununla birlikte, bu bireysel
kanallarin toplam kaybinin bile farelerde o6liime yol agmadigr da bilinmektedir.
Dolayisiyla, HCN1-3 proteinlerindeki mutasyonlarin insanlarda farelere gore cok daha
fazla etkiye sahip oldugu ve oliimcil olduklari i¢in tespit edilmedigi varsayilabilir.
Alternatif olarak, mutasyonlar mevcuttur, ancak ¢ok nadiren meydana geldikleri i¢in

simdiye kadar tespit edilmekten kagmislardir.

2.7.2. Kazanilmis (transkripsiyonel) kanalopatiler

Transkripsiyonel veya edinilmis kanalopatiler, normal mutasyona ugramamis bir iyon
kanalinin ekspresyonunun veya lokalizasyonunun patolojik degisikliklerinden
kaynaklanir (118). Bu tiir bozukluklar, genellikle ¢ok nadir goriilen kalitsal
monogenetik kanalopatilerden daha sik goriiliir. Bununla birlikte, transkripsiyonel
kanalopatilerin analizi de monogenetik hastaliklarin analizinden ¢ok daha zordur ve
yanlis yorumlamalara aciktir. Analizdeki en biiylik engel, iyon kanallarinin
ekspresyonunun ve hiicresel kullaniminin genellikle ¢ok sayida hiicre i¢i ve dis faktor
tarafindan diizenlenen son derece dinamik bir siire¢ olmasidir. Genel olarak, bu

karmasiklik, bir iyon kanalinin degistirilmis ekspresyon profilinin bir hastaliga neden
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olup olmadigina, bir hastaliga yanit olarak telafi edici bir siire¢ olup olmadigina veya

normal bir fizyolojik varyasyonu temsil edip etmedigine karar vermeyi zorlagtirir.

2.7.2.1. Epilepsi

Ih ve epileptik ndbetleri iligkilendiren ilk kanit, cocukluk ¢agi febril nobetlerinin sigan
modelinde yapilan ¢alismalardan (atesli nobetin hipertermi modeli) gelmistir (119,
120). 10 giinliikken, siganlar 30 dakika siiren tek bir hipertermi periyoduna maruz
birakilmistir. Bu hayvanlar, hipokampustan kaynaklanan epileptik konviilsiyonlar
gelistirmis ve yetiskin asamasinda nobet gelistirme egiliminin arttigi gosterilmistir.
Elektrofizyolojik kayitlar, epileptik siganlarin hipokampal CA1l (cornu ammonis)
noronlarinda gelismis bir Th (-70 mV'de Imax'ta %40 artis) ortaya c¢ikarmistir. Ek
olarak Th akimi vahsi tip siganlarla karsilastirildiginda, Vo s'te hafif bir pozitif kayma
gostermis (+3 ila +5 mV) ve aktivasyon kinetigini yavaslatmistir. Atesli nobetlerden
sonra gozlemlenen Ih'nin molekiiler temelinin daha yakindan incelenmesi, hipokampal
piramidal néronlarda HCN1'in downregiilasyonunu, HCN2'nin ise upregiile edildigini
ortaya ¢ikarmis, bu da HCN1 ile HCN2 protein oraninin 8:1'den 4:1'e diigmesine neden
olmustur (121, 122). Nobetlere yanit olarak HCN kanal ekspresyon seviyelerindeki
degisikliklerin altinda yatan mekanizma belirsizdir. HCN1 kanal ekspresyonunun
azalmasi, muhtemelen AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik
asit) reseptorleri yoluyla kalmodulin (CaM) kinaz II aktivasyonu ve Ca™? girisini
iceren transkripsiyonel olarak diizenlenen bir siirectir. Buna karsilik, HCN2'nin

upregiilasyonunun CaM kinaz II'den bagimsiz oldugu bulunmustur (123).

Degisen HCN kanal ekspresyonu, baska bir nobet sinifinda, absans epilepsilerde de
bulunmustur. Tipik absans, klinik olarak ani, kisa bir biling bozuklugu ve davranigsal
durma ile tamimlanir. Absans ndbet esas olarak korteksten kaynaklanir; ancak talamus
da hastaligin patolojisinde rol oynar (124, 125). Ozellikle, absansin tanisal bir dzelligi
olan diken ve dalga desarjlarmin iiretimi, talamokortikal devrelerde artan patlama
ateslemesi ve senkronize salimim aktivitesi prevalansi ile iligkilidir (124). HCN
kanallarinin talamokortikal ndronlarin atesleme davranisini1 kontrol etmedeki kilit rolii
g6z Oniine alindiginda, anormal HCN kanal ekspresyonu absans nobet olusmasina
katkida bulunabilir. Bu hipotezle uyumlu olarak, absans epilepsi olusturulan iki sican

modelinde (126-128), talamokortikal ndronlarda yiiksek HCNI1  seviyeleri
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bulunmustur. Buna karsilik, HCN2-4'lin ifadesinin degismedigi gozlenmistir. Her iki
sican modelinde, talamokortikal ndronlarin Th'si, HCN2'ye gore HCNI1 seviyelerinin
artmasityla tutarli olarak cAMP'ye kars1 azalmis bir duyarlilik sergilemistir. Ih'nin Vo 5'i
de daha hiperpolarize voltajlara kaymistir. Azalmis cAMP duyarlilifi ile birlikte
hiperpolarize edici kaymanin, talamokortikal noronlar1 patlama atesleme modunda

kilitledigi tahmin edilmistir (126).

2.7.2.2. Periferik ndropatik agri

Periferik noropatik agr1 spontan agri, hiperaljezi ve allodini ile karakterize karmagsik
bir agr1 durumudur (129). Hastalik periferik sinirlerin yaralanmasindan kaynaklanir.
Sinir hasarinin birgok etiyolojisi olabilir. Bunlar arasinda travma, Herpes Zoster gibi
viral hastaliklar, diyabetes mellitus gibi metabolik hastaliklar, iskemi inme gibi damar
hastaliklari, multipl skleroz gibi otoimmiin hastaliklar, kanser ve radyasyona veya
kemoterapiye maruz kalma bulunmaktadir. Noropatik agrinin patomekanizmasi
karmasiktir ve hem periferik hem de merkezi sensitizasyonu igerir. Hastaligin ayirt
edici 6zelligi, anormal spontan ektopik desarjlarin olusmasidir. Bu desarjlar giiclii
ritmik bilesenlere sahiptir ve hasarli dorsal kok ganglion (DRG) aksonlarindan ve
ayrica zarar gormemis komsu sinirlerden tiretilir. Cesitli voltaj kapili Na' kanallarmin
degisen ekspresyon seviyelerinin, spontan desarjlarin olusumuna ve kaliciligina

katkida bulundugu gosterilmistir (118, 130, 131).

Bazi bulgular, HCN kanallarinin da noéropatik agrida 6nemli bir rol oynadigini
diisiindiirmektedir (132). ilk olarak, Ih, DRG néronlarinda, o6zellikle ektopik
desarjlarin ¢ogunun tiretildigi biiylik ve orta biiyiikliikteki noronlarda tanimlanmistir
(133, 134). Ikincisi, in situ hibridizasyon ve immiinohistokimya, farkli fare ve sigan
DRG'lerinde HCN1-3 kanallarmin varhgimi ortaya c¢ikarmustir (91). Ucgiinciisii,
deneysel olarak indiiklenen yaralanmalardan sonra biiyilik ve/veya orta biiyiikliikteki
DRG néronlarinda artan Th yogunluklari bulunmustur (91, 135, 136). Dordiinciisii,
spesifik bir Th bloker olan ZD7288 [4- (N-etil-N-fenilamino) -1,2-dimetil-6- (metil-
amino) pirimidinyum kloriir]'in diisiik konsantrasyonlari hem agr1 davranigini hem de
yarall sinir liflerindeki spontan desarjlar1 tersine g¢evirmistir (91, 137, 138). Bu
bulgular birlikte ele alindiginda, hiicrenin artan uyarilabilirligine yol agan Ih'nin

upregililasyonunun, ektopik atesleme olusumuna neden oldugunu kuvvetle gosterir.
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Ih'nin upregiilasyonunun altinda yatan mekanizma daha ayrintili olarak arastirilmaya
devam etmektedir. ilging bir sekilde, fare DRG’da yapilan bir ¢alismada DRG
yaralanmasi sonrasit Th akim yogunluklar1 artmasina ragmen, yaralanmadan sonra
HCNI1 ve HCN2'nin downregiile oldugu tespit edilmistir (91). Akim yogunluklari ile
protein ekspresyonu arasindaki uyusmazligin nasil agiklanabilecegi belirsizdir.
Potansiyel mekanizmalar arasinda Ih'nin kanal agilma olasiliginin artmasina yol agan
pozitif Vo5 kaymasi, degistirilmis HCN kanal alt birim diizenegi ve yaralanmadan

sonra HCN kanal proteinlerinin artan hiicre yiizeyi ekspresyonu diisiiniilebilir.

2.7.2.3. Kardiak remodeling ve aritmi

Kalp kasmin yapisal ve fonksiyonel olarak yeniden sekillenmesi, kardiyomiyopatiler,
enfarktiis, kronik hipertansiyon ve enflamasyon (6rn., miyokardit) dahil olmak iizere
cesitli kardiyovaskiiler hastaliklarin klinik bir o6zelligidir (139). Baslangigta, bu
adaptasyonlar kardiyak fonksiyonu siirdiirmek i¢in faydalidir (6rnegin, asir1 basingta),
ancak hastaliklarin sonraki asamalarinda kasilma anormalliklerine ve ani 6liime sebep
olabilirler. Kardiyak kontraktilite ve otomatisitenin kontroliinde yer alan iyon

kanallarinin diizensiz ifadesi, remodeling siirecinde dnemli bir rol oynar (139-143).

Ih'nin upregiilasyonu, kalp hipertrofisi ve kalp yetmezliginin ¢esitli hayvan
modellerinde ve ayrica bu hastaliklardan muzdarip insanlarda tarif edilmistir (144-
146). Bu hastaliklarin ortak bir 6zelligi, normalde bu kanallar1 ¢ok diisiik diizeyde
eksprese eden ventrikiiler kardiyomiyositlerde Th kanallarinin yogun sekilde upregiile
olmasidir. Buna karsilik, hastalikli kardiyomiyositlerin Th'sinin aktivasyon esigi,
normal ventrikiiler Th ile karsilastirildiginda genellikle daha pozitif degerlere kaymaz
(97, 144). Artan Ih yogunlugu ventrikiiler kasin ektopik pacemaker benzeri aksiyon
potansiyelleri gelistirme egilimini siddetle yiikselterek aritmiye ve ani 6liime katkida

bulunur (95-98, 100, 101).

Kemirgenlerde ve insanlarda, Ih'nin upregiilasyonu, artan HCN kanallarinin
ekspresyonunu yansitir. Hipertrofik atriyal ve ventrikiiler miyositlerdeki mRNA
seviyelerinin incelenmesi, farklt hayvan modellerinde HCN2 ve HCN4'iin
upregiilasyonunu ortaya ¢ikarmistir (95-101). Ek olarak, son donem kalp yetmezligi
olan insan hastalarda HCN4'lin upregiilasyonu bulunmustur (147). Hipertrofinin

derecesi, artan Th yogunlugu (95) ve HCN kanallarinin ekspresyon seviyeleri ile
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pozitif olarak iligkilidir (97, 148). Bu bulgular, HCN kanallarinin upregiilasyonu ile
ventrikiiler disfonksiyon arasinda dogrudan bir baglantiyr giicli bir sekilde
desteklerken, Th’nin upregiilasyonunun altinda yatan sinyal yollar1 su ana kadar ¢cok az
anlasilmistir. Muhtemelen hem sinirsel uyarilar hem de hiimoral faktorler siirece dahil
olmaktadir. Ozellikle, ventrikiiler remodelingi destekledigi iyi bilinen yiiksek
anjiyotensin II (149) ve ayrica aldosteron (150), HCN kanal upregiilasyonunda ¢ok
onemli bir rol oynuyor gibi gdriinmektedir. Bu, tip I anjiyotensin II reseptoriiniin
(AT1-reseptorii) antagonistlerinin sadece kardiyak hipertrofiyi azaltmakla kalmayip
ayni zamanda Th ve HCN2/HCN4 mRNA asir1 ekspresyonunu da engelledigi bulgusu
ile desteklenmektedir (151, 152). Ilging bir sekilde Ih’nin, spontan olarak aktif olan
fetal ve neonatal ventrikiiler miyositlerde bol miktarda eksprese edildigi gosterilmistir
(63, 65, 153). Olgunlagma sirasinda, bu hiicreler spontan aktivite tiretme kapasitelerini
kaybederler. Hem sicanda hem de farelerde buna Ih ekspresyonunda ilerleyici bir
azalma eslik eder (63, 153). Bu nedenle, kardiyak hipertrofinin, hiicrelerin fetal bir
programa yeniden girisini ve HCN2 ve HCN4'iin diizenlenmesi ile ilgili gen
ekspresyon paternlerinin yeniden aktiflesmesini tetikledigi varsayilabilir. Son
zamanlarda, ventrikiiler hipertrofinin sican modellerinde, HCN2 ve HCN4’iin
upregiilasyonuna, iki mikroRNA'nm, miR-1 (MicroRNA-1) ve miR-133
(MicroRNA /33)'in belirgin azalmasinin eslik ettigi bulunmustur. Tersine, bu
miRNA'larin  ekspresyonu, hipertrofik kardiyomiyositlerde HCN2/4'iin  asir
ekspresyonunu  Onlemistir  (154). Bu  bulgular, bu iki miRNA'nin
downregiilasyonunun, normal kalp gelisimi sirasinda ve ayrica hastalikli kalbin
remodelingi sirasinda Th ekspresyonunda Onemli bir rol oynayabilecegini

diistindiirmektedir.

2.8. Kalp Hiicrelerinde HCN Kanallarimin Ekspresyonu

In situ hibridizasyon, RT-PCR ve Northern blot analizi, kalpte ti¢ HCN kanal tipini
(HCN1, 2 ve 4) tanimlamistir. Murin ve tavsan sinoatriyal nodda HCN4, agik ara en
baskin HCN kanal tipidir ve bu 0zel izoform primer pacemaker potansiyelinin
olusumunda anahtar rol oynar. HCN4'e ek olarak, sinoatriyal nodda diisiik ila orta
miktarda HCN1 ve HCN2 transkriptleri tespit edilmistir. Simdiye kadar, insan
sinoatriyal nodunda HCN kanallarinin ifadesi hakkinda higbir veri mevcut degildir.

Memelilerin dinlenme kalp atis hizi viicut agirliklar ile iliskilidir: kiigiik tlirlerde
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biiytik tiirlere gore ¢cok daha hizlidir (6rnegin, fare: dakikada 600 atim; insan: dakikada
70 atim). Bununla birlikte, dikkat c¢ekici bir sekilde, simdiye kadar arastirilan tiim
memelilerde sinoatriyal If akimlarinin kinetigi biiyiik ol¢iide aynidir. Benzer sekilde,
0zel HCN kanal tiplerinin primer sekanslart memelilerde yiiksek oranda benzerdir
(%90'n iizerinde dizi 6zdesligi). Bu nedenle, kalp atim hizindaki degisikligin HCN
kanallariin biyofiziksel 6zelliklerindeki farkliliklardan kaynaklanmasi olas1 degildir.
Hiz, evrimsel olarak pacemaker potansiyeline katkida bulunan HCN ve/veya diger
iyon kanallarinin ekspresyon seviyelerini degistirerek diizenlenmektedir. Ornegin,
sinoatriyal nod hiicrelerinde HCN4'lin upregiilasyonu, daha belirgin bir diyastolik

depolarizasyon ile sonuglanacak ve boylece bazal kalp hizinda artisa yol agacaktir.

HCN kanallar1 ayrica atriyal ve ventrikiiler miyositlerde de bulunur. Bu hiicre
tiplerinde HCN2 ana izoformdur. Kiiclik miktarlarda HCN4 insan ve farede
bulunmustur, ancak tavsan kardiyomiyositlerinde bulunmamustir. Ozetle, veriler
HCN4 ekspresyonunun kalbin iletim dokusunda spontan aktiflesebilen hiicrelerle
korele oldugunu, buna ragmen HCN2 ekspresyonunun esasen spontane olmayan aktif
miyositlerle iliskili oldugunu gostermektedir. Bu sonug, fare kalbindeki HCN kanal
ekspresyonunun embriyonik gelisim sirasinda degistigine dair son bulgular ile
desteklenmektedir (153). Spontan atim gosteren erken ventrikiiller miyositlerde
(postcoital 9.giin) baskin olarak eksprese edilen HCN izoformlart HCN4 ve HCN1'dir.
Spontan atim yetenegini kaybetmis ge¢ embriyonik miyositlerde (postcoital 18. giin,
yani dogumdan 1 giin 6nce) ¢ogunlukla HCN2 ana izoform haline gelir. HCN
mRNA'sinin ekspresyon paternindeki kalitatif degisiklik, toplam HCN mRNA

miktarinda %80'lik bir azalma ve ventrikiiler Ifnin akim yogunlugundaki azalma ile

benzer sekilde paraleldir.

Kalp kasindaki If akimlarinin fizyolojik iliskileri net degildir. Ventrikiiler ve atriyal
miyositlerden gelen If akimlari, daha yavas kinetik ile aktive olma egilimindedir ve
SAN"n If'sinden ¢ok daha diisiik pik dansiteleri ortaya ¢ikarir (7, 155, 156). Ek olarak,
ventrikiiler If'nin Vo s'1, sinoatriyal nodun If'sine (-65 ila -90 mV arali§1) kiyasla daha
fazla hiperpolarize edici voltajlara (-95 ila -135 mV aralig1) kaydirilir. Ventrikiiler If
aktivasyon esigi normal istirahat membran potansiyelinden uzak oldugu i¢in, bu akim

normal fizyolojik olmayan durumlarda olugmalidir. Bununla birlikte, hipertrofik veya
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yetersiz kalpte, Ifnin fizyolojik bir voltaj araliginda aktive oldugu gdsterilmistir; bu
durum, bahsedilen kosullar altinda olusan aritmilere artan yatkinlikla baglantili
olabilecek bir gozlemdir (157). Farkli kalp hiicrelerinde aktivasyon esigi araliginin
genis olmasinin nedeni su ana kadar agiklanamamistir. D6rt HCN kanal tiirtiniin Vo s
degerleri birbirinden 6nemli dl¢lide ayrilmadigindan, kanal alt tiplerinin degisikligi

farkliliklar1 agiklamak icin yeterli degildir.

If akimlarinin aktivasyon kinetigi ve orta akim potansiyelleri cesitli deneysel
parametrelerden etkilenir. Akimlar geg¢miste ¢ok farkli kosullar altinda
arastirildigindan, klonlanmis kanallar ile dogal If kanalari arasinda kesin bir
karsilagtirma yapmak ¢ok zordur. Mevcut analiz durumunda, her iki tiir kanalin genel
biyofiziksel 6zellikleri arasinda kesin bir farklilik bulunmamaktadir. Bu bulgu, dogal
If akimlarmin  homomerik HCN  kanallar1  tarafindan  dretildigi  fikrini
desteklemektedir. Bazi hiicre tiplerinde belirli HCN kanali alt birimlerinin neredeyse
ekspresyonunun ¢ok az olmasi (6rnegin, ventrikiiler miyositler icin HCN2)
homomerik kanallarin varlig: diisiincesini desteklemektedir. Ote yandan, heterolog
ekspresyon sistemlerinde, farkli HCN kanal alt birimlerinin yeni 6zelliklere sahip
heteromerler olusturmak {izere birlesebilecegine dair kanitlar vardir (15, 45). Ek
olarak, yardimci subunitler, HCN kanal alt birimleri ile iligkilendirilebilir. Kardiyak
gecikme diizenleyici kanal olan IKr’nin ekspresyonu ile iligskisi bulunan MiRP1
proteininin, HCN1 ve HCN2 ile birlikte eksprese edildiginde bu kanallarin
ekspresyonunu artirdigt ve kanallardan gegen akimin aktivasyon kinetigini
hizlandirdig1 bildirilmistir (73). Yapilan bir ¢alismada HCN kanal aktivitesinin
hiicresel faktorler tarafindan kontrol edildigine dair daha fazla kanitin varlig
gosterilmistir (64). Bu c¢alismada Ifnin orta nokta potansiyelinin yetiskin sican
ventrikiiler miyositlerinde neonatal ventrikiiler miyositlere gore yaklagik 20 mV daha
negatif oldugu bildirilmistir. Sasirtict bir sekilde, HCN2 alt biriminin adenoviral asir
ekspresyonu, her iki hiicre tipinde de If akimin gii¢lii bir sekilde arttirmasina ragmen
ilgili orta nokta potansiyelleri lizerinde higbir etkisi olmamistir. Yetigkin hiicrelerin
Vo.5'1, neonatal hiicrelerin Vos'inden 20 mV daha negatif kalmistir. Bu sonug, HCN2
kanalinin voltaj bagimliliginin yenidogan ve yetigkin kardiyak miyositlerinde farkli
sekilde diizenlendigini gosterir. Kardiyak HCN kanallarinin  gelisimsel

diizenlenmesinin altinda yatan molekiiler yollar heniiz bilinmemektedir.
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HCN2 ve HCN4 genlerinin downregulasyonunun hipotiroidizmde bradikardi
indiiksiyonunun altinda yatabilecegi, her iki kanalin upregulasyonunun tiroid
hormonunun pozitif kronotropik etkisi ile baglantili oldugu 6ne siiriilmiistiir (158,

159).

Kardiyak If kanallar1 endokrin sistemden de etkilenebilir. Son zamanlarda HCN2 ve
HCN4 genlerinin transkripsiyonunun tiroit hormonu tarafindan kontrol edildigi

gosterilmisgtir.

Ozetle, kardiyak If kanallarinin heterojenligi, alt birim kompozisyonunun ve
stokiyometrinin degismesi, yardimci alt birimlerin yukar1 ve asagi regiilasyonu ve
kanal komplekslerinin posttranslasyonel modifikasyonu gibi ¢esitli mekanizmalarin

kombinasyonu ile olusabilir.

2.9. HCN Kanallar1 ve inflamasyon

Daha 6nce hem noropatik hem de enflamatuar agri modeli olusturulmus hayvan
caligmalarinda, DRG ve trigeminal ganglion ndronlarinda artan Th yogunlugu ve
aktivasyon hiz1 gozlenmistir (91, 135, 137, 160-162). Spinal sinir ligasyonu, dorsal
kok ganglion noronlarinda HCN kanal ekspresyonunun azalmasma (91, 163);
iltihaplanma ise trigeminal ganglionda artmig HCN kanal ekspresyonuna neden
olmustur (164, 165). Bununla birlikte ¢ok az ¢alisma, yarali veya enfekte néronlarda
HCN kanal ekspresyonunun degistigini gostermistir. Ozel olmayan bir HCN kanal
bloker olan ZD7288’in sistemik uygulamasi, spinal sinir hasarinin etkilerini, in vivo

ve in vitro ¢alismalarda tersine ¢evirmistir (91, 136-138, 166).

Noronlar ve kardiyomiyositler disinda depolarize olmayan hiicrelerde HCN kanal
ekspresyonuna dair veriler oldukg¢a kisithidir. Daha 6nce yapilan bir calismada
mikrogliaya benzer sekilde osteoklastlarda da HCN kanallarinin hiicre homeostazina
katkida bulunmak icin varligi ve islevi oldugu bildirilmistir (167). Bu ¢alismada
osteoklast membrandaki Th akimina agirlikli olarak HCN4 alt birimlerinin aracilik
ettigi ve c¢inko varliginda osteoklast farklilasmasinin diizenledigi agiklanmistir.
Osteoklastlar hematopoietik kokenlidir ve kemik iligi makrofajlarindan farkh
ozelliklere sahiptirler (168). In vivo soy izleme c¢alismalarinda, yetiskin parankimal

mikroglianin da embriyonik 8. giinden Once ortaya c¢ikan ilkel miyeloid
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progenitdrlerden tliredigini ortaya konmustur ve mikroglia mononiikleer fagosit
sistemindeki ontogenetik olarak farkli bir popiilasyon olarak tanimlanmistir (169,
170). Bununla birlikte mikroglia ve makrofajlar, fagositik aktivite ile hiicre
homeostazin1 koruma yetenegi ve farkli aktivasyon fenotiplerine dogru polarizasyon
kapasitesi gibi kritik fonksiyonlarin yani sira marker ekspresyon paternleri de dahil

olmak {izere birgok ortak 6zellige sahiptir (171, 172).

HCN2 alt biriminin RNA ekspresyonunun, LPS wuygulanan proenflamatuar
mikroglialarda 6nemli Ol¢iide down regiile edildigi ve IL-4 ile tedavi edilen
antienflamatuvar mikroglialarda upregiile edildigi gosterilmistir (173). HCN
kanallarmin bu ekspresyon modelleri, néroenflamatuar siirecler sirasinda mikroglia
polarizasyonunu daha fazla karakterize etmek icin isaretler olarak hizmet edebilir.
Ayn1 c¢alismada, HCN kanallarinin blokajinin sadece membran potansiyelini
diizenlemekle kalmayip, ayn1 zamanda mikroglia alt kiimelerinde hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunun yavas ve siirekli bir artisiyla da iliskili oldugunu gdsterilmistir.
Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu morfolojik degisiklikler, gog, proliferasyon,
fagositoz, sitokinlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin sekresyonu gibi mikroglia

islevlerinde 6nemli bir rol oynamaktadir (174, 175).

Mikroglial hiicrelerdeki bu degisiklikler bize sistemik bir enflamasyonda,
makrofajlarda da benzer degisikliklerin olusabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle
cagimizin en sik Oliim nedenlerinden biri olan kardiyovaskiiler hastaliklarin
patolojisinde endotelial enflamasyon 6nemli bir rol almaktadir. Obezite, sigara
kullanimi, sedanter yasam, stres gibi faktorlerin endotelial enflamasyon yoluyla
ateroskleroza ve dolayisiyla kardiyovaskiiler hasara yol agtifi bilinmektedir.
Enflamasyon varliginda, HCN kanallarinin gen ekspresyon diizeylerinin bu siirecin en
onemli iki hiicresi olan vaskuler endotel ve makrofajlarda da etkilenmesinin sz

konusu olmasi1 muhtemeldir.

2.10. Sitokinler
Sitokinler, hiicre sinyallesmesinde gorevli olan kiigiik proteinlerden olusan (~5-25
kDa) genis bir ailedir. Peptit yapilidirlar. Sitoplazmaya girebilmek igin hiicre

membranindaki ¢ift katli lipid tabakasini gecemezler. Etkilerini hiicre yiizeyi
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reseptorlerine baglanarak gosterirler (176). Sitokinlerin immiinomodiilatoér ajanlar

olarak otokrin, parakrin ve endokrin sinyallesmeden sorumlu oldugu gosterilmistir.

Sitokinler kemokinleri, interferonlari, interlokinleri, lenfokinleri ve tiimor nekroz
faktdrlerini igerirken hormonlar ve biiylime faktorleri sitokinlere dahil degildir. Belirli
bir sitokin birden fazla hiicre tipi tarafindan {iretilebilir (177). Makrofajlar, B
lenfositler, T lenfositler, mast hiicreleri gibi bagisiklik hiicreleri yani sira endotel
hiicreleri, fibroblastlar ve gesitli stromal hiicreler dahil olmak {izere genis bir hiicre
yelpazesi tarafindan iretilirler. Sitokinler belirli hiicre popiilasyonlarinin
olgunlagmasini, biiylimesini ve tepki vermesini, humoral ve hiicresel bagisiklik cevabi
arasindaki dengeyi diizenlerler. Enfeksiyon, enflamasyon, travma, sepsis ve kansere
kars1 konakg1 bagisiklik yanitinda gorev alirlar (178). Sitokinler sinyal iletiminde
onemli bir rol alan hormonlardan farklidirlar. Hormonlar belirli hiicre tiirleri tarafindan

tiretilir ve dolagimda sitokinlerden daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunurlar.

Endotoksinler ve ekzotoksinler, sitokinlerin en giiclii bakteriyel uyaranlari arasindadir.
Enfeksiy0z siiregler sirasinda Tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a), interlokin-1 (IL-1p),
interferon gama (IFN-y) ve kemokinler gibi inflamatuar sitokinlerin {iretimi
enfeksiyonlara dogustan gelen bagisiklik cevabini diizenler. Bununla birlikte sitokin
firtinasina yol agan asir1 iiretim zararli olabilir ve sepsis veya toksik sok sendromuna
bagli oOliimlere sebep olabilir. Gram-negatif bakterilerin endotoksini olan LPS
monositlerin/makrofajlarin aktivasyonundan sonra enflamasyonu baglatabilirler. LPS
ve ¢ok sayida ekzotoksin ayrica IL-1f ve IL-18'in salinmasina yol agarak da
enflamasyonu aktive eder. Bazi ekzotoksinler siiperantijenler gibi davranir ve bu
nedenle T-lenfositler tarafindan sitokinlerin salinimini aktive ederler (179). Tablo 2°de
bazi 6nemli proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler, tUretildikleri hiicreler ve

ozellikleri gosterilmistir.
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Tablo 2. Proinflamatuar ve Antiinflamatuar Sitokinler. Petricevich, 2010’dan

cevrilerek alinmistir (180)

Proinfl t ..
”’Sl::oli::; r“ar Uretildigi hiicre Biyolojik aktivitesi
Makrofaj o
E.l. rota) ve APC -T hiicre etkilesimi ile akut faz
IL-1 antijen sunan reaktanlarinin {iretimini ve atesi baglatir
il \ :
hiicreler (APC) 3 oAy
Thl ve NK B hiicre proliferasyonunu, T hiicre
IL-2 . . . .
hiicreleri aktivasyonunu ve NK aktivitesini baglatir.
Th2, APC ve Akut faz reaksiyonu, trombopoez, B hiicre
IL-6 diger somatik proliferasyonunu baglatir, T hiicreleri lizerinde
hiicreler IL-1 ve TNF-a ile sinerjistik etki gosterir.
Makrofaj
.,a rota) V.e Notrofil ve Thiicreleri i¢in kemoatraktan etki
IL-8 diger somatik ssterir
hiicreler g
Lipid metabolizmasi, pithtilasma ve endotel
Monosit ve fon.ksyonu iizerinde genis kapsamh. t.)ly(.).lo_] ik
TNF-a. 3 etkileri vardir. Enflamasyon ve atesi indiikler,
makrofajlar . . e
akut faz reaksiyonu, kilo kaybi1 ve antitiiméral
etkileri bulunur.
Tiim somatik hiicrelerde MHC I'i indiikler,
. MHC II'yi, APC'yi ve somatik hiicreleri
Aktive Th ve NK
IFN-y ll\i;crelzr? indiikler, makrofajlari, notrofilleri, NK
hiicrelerini aktive eder, bagisikligin hiicre aracili
antiviral etkilerini destekler.
Antiinflamatuar
Sitokinler
B hiicre proliferasyonunu, eozinofil ve mast
L4 Th2 ve mast hiicre biiytimesi ve fonksiyonunu, B hiicreleri
hiicreleri tizerinde IgE ve simif I MHC ekspresyonunu,
monoamin liretiminin inhibisyonunu saglar.
Makrofaj ve TNF-a ile indiiklenen NF-kB aktivasyonunu
IL-10 . o . R
lenfositler inhibe ederek anti-inflamatuar aktivite gosterir.

LPS, Gram negatif bakterilerin hiicre duvarmin énemli bir bilesenidir. Ug yapisal
elementten olusur: bir ¢ekirdek oligosakkarit, tekrarlayan polisakkarit dizilerinden
olusan bir O spesifik zincir ve proenflamatuar yanittan sorumlu lipid A bileseni (181).
LPS'in endotel hiicrelerinin yiizeyine baglanmasi, proenflamatuar sitokinlerin ve
adezyon molekiillerinin ekspresyonu ve bazen endotelyal apoptoza kadar giden
endotel aktivasyonu ile sonuglanir. LPS ayrica endotel fonksiyonunu modiile eden

proenflamatuar mediatdrlerin tiretimi i¢in monositleri ve makrofajlar1 uyararak aktive
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eder (182). Bu sepsis tablosunun klinik belirtilerine katkida bulunan paralel olaylar
dizisini baslatan mekanizmadir. Caligmamizda kardiovaskiiler enflamasyon/sepsis

modeli olusturmak tizere LPS kullanmamizin sebebi bu mekanizma ile acgiklanabilir.

LPS

monomer LPS transfer

- N TLR4-M
( wgp M2 pamn2
Gram-negative g dimerization
bacteria cD14 w > o W

ST 00T 0ECE ORS00 0GR EDCHITDE FOEOO0D. .V EDEEIVHEE. LGRS GOD

TLR4

G-O8-0-0 G-E-5 B Z-0-5-2 H-5-3-8-5-8-8 §-5-5-0-2-6-8-0 5E-0-0-O- 6253029 5851 5E-5ESGEEFE0E0 OO DSBS

e

NFkB/MAPK
1 signaling

TRIF

!

IRF3 T
activation

Proinflammatory
cytokines

Sekil 19. TLR4 reseptorleri aracilifiyla LPS taninmasi.

LPS baglayici protein (LBP) gram negatif bakterilerden LPS monomerini baglayarak
soluble veya membrana bagli CD14 molekiiliine teslim eder. CD14 LPS’i TLR4/MD2
reseptor kompleksinin ektodomainine transfer eder, bdylece reseptor dimerize hale
gecer. Dimerizasyona neden olan bu konformasyonel degisiklik, stoplazmik TIR
(Toll-interlokin reseptor-1) domaininin MyD88 (Myeloid differentiation primary
response 88)’e baglanmasini saglar. Bu baglanma Nuklear Factor Kappa-B (NF-kB)
ve Mitogen-Aktive Protein Kinaz (MAPK)’1 aktive eder ve ¢esitli proenflamatuar
sitokinlerin transkripsiyonu baslar. Ayni zamanda LPS-TLR4/MD-2 kompleksinin
endositozu da TRIF ile IRF3 ve tip-1 interferon uyarilmasina aracilik eden yolagi

baglatir (183).
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3.

MATERYAL VE METOT

Bu c¢alisma Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan

desteklenmistir (PYO.TIP.1904.21.017).

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan malzemeler

X/
o

Dulbecco’s modified eagle medium/Ham’s F12 medium (DMEM/F12, Gibco, 12-
634-028)

Fetal sigir serumu (FBS, Gibco, 11550356)

Penisilin/streptomisin (10003927)

Tripsin-EDTA (Etilendiamintetraasetik asid) (Gibco, 25200072)

Dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma, D8418, CAS: 67-68-5)
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir (MTT, M5655, CAS:
298-93-1)

Trizol RNA izolasyon kiti, (GENEzol™ Reagent, Geneaid, #GZR100)
Lipopolysaccharides from Escherichia coli O55:B5(Sigma, L2880)

Sigma steril enjektdr filtresi 0.22 um, metanol (Sigma, 34860)

Etanol (Sigma, 32205, CAS: 64-17-5)

Dulbecco’s phosphate buffered saline (dPBS, Gibco, 14190144)
4'.6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Thermo Scientific, 62248, CAS: 28718-90-3)
Prolong Gold® Antifade Reagent (Thermo Scientific, P36934)

Ibidi® 12-well slide (ibidi, 81201)

Alexa-flour 488 sekonder antikor (abcam, ab150077)

GENEzol™ RNA izolasyon kiti (Geneaid, MF14303)

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo scientific, #23225)

HCNI rabbit monoklonal primer antikor (#78896, Cell signaling, US),

HCN2 rabbit monoklonal primer antikor (#30835, Cell signaling, US),

Anti-rabbit HRP konjugat sekonder antikor (Goat anti-rabbit HRP-IgG H&L, #65-
6120, Thermo scientific, US)

cOmplete™, Mini Proteaz Inhibitor Coctail (Roche, 11836153001)

Tagman® universal master mix with UNG (Applied biosystems, 4440044)
iScript™ cDNA synthesis kit (Bio-rad, #1708891)
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GAPDH i¢in qRT-PCR primer probu (Thermo scientific, Mm99999915 g1,
4331182)

HCNI1 i¢in qRT-PCR primer probu (Thermo scientific, Mm00468832 ml,
4331182)

HCN2 i¢in gqRT-PCR primer probu (Thermo scientific, Rn01408572 mH,
4331182)

TNF-alfa ELISA kiti (AGF Bioscience, #EK710127)

IL-1 ELISA kiti (AGF Bioscience, #EK711081)

IL-2 ELISA kiti (AGF Bioscience, #EK710261)

IL-4 ELISA kiti (AGF Bioscience, #EK710264)

IL-10 ELISA kiti (AGF Bioscience, #EK710271)

3.1.2. Kullanilan cihazlar

o

Otoklav (Niive OT 4060, Tiirkiye)

Is1 blogu (VWR, ABD)

Vorteks (Clifton Cyclone, Ingiltere)

Santrifiij (Niive NF048, Tiirkiye)

DNA sayaci: Nano-drop (Jenway Genova Nano, Ingiltere)

Is1 dongii cihazi: Thermal Cyler GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems, ABD)

Hassas terazi (Shimadzu, Japonya)

CO2’li inkiibator (Thermo scientific, ABD)

Laminar akimli sinif II kabin (Niive, Tirkiye)

Kantitatif es zamanli PCR cihazi: Agilent Stratagene Mx3000P (Agilent, ABD)
Western Blot Transfer Cihazi (Bio-Rad/Trans-Blot® Turbo, ABD)
Goriintiileme sistemi (Bio-Rad/Chemidoc MP, ABD)

Faz konstrat-floresans mikroskop (Olympus B51, Japan)

Ultrasogutucu (NUVE, Tiirkiye)

Su banyosu (Memmert, ABD) Mikroplaka calkalayict (Heidolph Titramax 1000,
Almanya)

Invert mikroskop (Zeiss Axiovert, Almanya)

Mikroplaka okuyucu (TECAN, Isvigre)

Mikropipet seti (Eppendorf, Almanya)
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3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre kiiltiiri

Bu calismada LPS uygulamasiyla enflamasyon modeli olusturmak iizere Insan
umblikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) ve Fare makrofaj hiicreleri (RAW 264.7)
kullanilmis, ve bu hiicreler bagis yoluyla temin edilmistir. RAW 264.7 hiicreleri,
Abelson murine leukemia viriisti ile indiiklenmis, farenin tiimoér dokusundan elde
edilmig, tek katmanli biiyiiyen yapigskan bir hiicre hattidir. HUVEC hiicreleri insan
gobek kordonundaki venlerin endotel hiicrelerinden koken alan hiicre hatlaridir.
Endotel hiicre fonksiyonlarinin tanimlanmasinda en sik kullanilan hiicre hatlaridir.
Hiicre kiiltiirii calismalar1 Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji

Anabilim Dali’nda bulunan steril hiicre kiiltiirii laboratuvarinda ger¢eklestirilmistir.

Sekil 5. HUVEC hiicrelerinin kaldirildiktan sonra 10X biiylitmedeki mikroskopik

goriintiisli (A) ve pasajlama oncesi flasktaki goriintiisii (B)

3.2.2. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicreler ¢oziildiikten sonra 25 ve 75 cm?2’lik flasklarda ¢ogaltilarak uygun say1 ve
konfluansa gelene kadar, %10 fotal sigir serumu, %1 penisilin/Streptomisin i¢eren
DMEM/F12 vasatinda, %5 karbondioksit (CO2) ve 37°C inkiibatérde bekletildi.
Hiicrelerin konfluanst %80 ve lizerine ulastiginda hiicreler 2 gruba boliindii. HUVEC
hiicre hatti tripsin/EDTA yardimiyla, RAW hiicre hatt1 ise cell scraper ile kazinarak

kaldirild1 ve pasajlanarak uygun plaka/petrilere ekildi. Gruplara ayrilan hiicreler tekrar
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uygun konfluansa ulaginca enflamasyon grubuna LPS uygulandi. 6 saat sonra ilgili
gruplarin medium sivilarmin bir kismi alinarak ELISA (Enzim-linked immunosorbent
assay) yontemiyle sitokin tayini yapmak {izere -80°C’e kaldirildi. Medium sivilarinin
kalan kismi1 kontrol ve ilag gruplarina ¢apraz olarak uygulandi. 24 saat sonra hiicreler

RNA izolasyonu ve protein tayini yapmak iizere deney gilinline kadar -80°C’e
kaldirildu.

3.2.3. Sitotoksisite testleri

Hiicre canliliginin 6l¢iilmesi 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolyumbromiir
(MTT) testi yardimiyla yapildi. MTT sulu ¢ozeltileri normal sartlarda sar1 renkli olup,
mitokondriyel rediiktaz aktivitesi sonucunda suda ¢oziinmeyen mor renkli formazan’a
dontisiir. Bu sayede canli hiicrelerde goriilen mitokondriyel rediiktaz aktivitesi
sayesinde olusan mor renk kolorometrik prensip ile kantitatif olarak ol¢iiliir. Bu test
sonucunda elde edilen verilerde hiicre canliliginin %70’in altina diistiigli durumda
arastirilan ajan sitotoksik olarak kabul edilir. Calismamizda HUVEC ve RAW
hiicreleri uygun yogunluga ulastiktan sonra tripsin/EDTA (Etilen diamin tetra
asetikasit) ¢cozeltisi yardimiyla kaldirdi. Kaldirma islemi 11k mikroskopu kullanilarak
dogrulandiktan sonra taze hiicre besiyeri eklenerek reaksiyon durduruldu. Olusan
¢ozelti 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant atilarak pellet 1 ml
besiyeri igerisinde ¢oziildii. 96 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 100 pl hacim
olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra
kuyucuklardan vasat uzaklastirilarak hiicrelere farkli konsantrasyon dahilinde tastyici
%0,1 DMSO (dimetilsiilfoksit) ve LPS (10-3-1-0,3-0,1-0,03-0,01png/ml) uygulanarak
deney gruplari olusturuldu.

Belirlenen siire sonunda hiicrelerden vasat uzaklastirildi ve MTT hiicre vasatinda 5
mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde seyreltilerek her bir kuyucuga eklendi. Daha
sonra plakalar karanlik ortamda 37°C’de 3 saat inkiibe edildi ve siire sonunda vasat
aspire edilerek uzaklastirildi. Plaka tabaninda olusan ¢6ziinmemis kristallerin tizerine
100 ul DMSO eklenerek karisim homojen bir kivama gelen kadar pipetaj yoluyla
karigtirildi. Olugsan homojen karigimin 570 nm’deki absorbanslar1 spektrofotometre

cihazinda ol¢iildii.
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3.2.4. Uygulanacak lipopolisakkaritin (LPS) hazirlanmasi,

MTT testinden elde edilen verilerle uygun LPS dozunun 1 pg/ml olduguna karar
verildi. 1 mg LPS 1 ml Phosphate Buffered Saline (PBS)’te ¢oziilerek stok soliisyon
hazirlandi. Stok soliisyon 100ul’lik alikotlara ayrilarak deneyler gerceklestirilene
kadar muhafaza edilmek tizere -80°C’e kaldirildi. Deney giiniinde alikotlanmis

numune 10 ml PBS igerisinde ¢6ziilerek deney gruplarina uygulanda.

3.2.5. Biyokimyasal Analizler

Enflamasyon ve kontrol olmak iizere iki gruba ayrilan RAW ve HUVEC hiicrelerinin
kiiltiir vasat1 ila¢ uygulamasindan 6 saat sonra IL-1 (Interldkin-1), IL-2 (interlokin-2),
IL-4 (Interlokin-4), IL-10 (Interldkin-10) ve TNF-o (Tiimdr Nekroz Faktdr- o)
diizeylerini 6l¢gmek iizere alindi. Kiiltiir vasat1 3.000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi.
Stipernatant partikiillerden arindirilarak caligma giiniine kadar saklanmak {izere -

80°C’e kaldirild:.

3.2.5.1. IL-1 seviyesinin dl¢lilmesi

IL-1 seviyesi, Human Interleukin 1 (IL-1) ELISA Kit (AFG Bioscience, EK711081)
ile ol¢iildii. Test prensibi sandwich ELISA’dir. Testin hassasiyeti 1,2 pg/mL olup,
Olctim aralig1 3-200 pg/mL’dir. Absorbans spektrofotometrede 450 nm’de okundu.
Standart okumalarindan elde edilen absorbans degerleri ve konsantrasyon degerleri ile

grafik ¢izilip numune konsantrasyonlar1 hazirlandi.

3.2.5.2. IL-2 seviyesinin dl¢iilmesi

IL-2 seviyesi, Human Interleukin 2 (IL-2) ELISA Kit (AFG Bioscience, EK710261)
ile olgiildii. Test prensibi sandwich ELISA’dir. Testin hassasiyeti 10 pg/mL olup,
Ol¢ctim aralig1 50-1.000 pg/mL’dir. Absorbans spektrofotometrede 450 nm’de okundu.
Standart okumalarindan elde edilen absorbans degerleri ve konsantrasyon degerleri ile

grafik cizilip numune konsantrasyonlar1 hazirlandi.

3.2.5.3. IL-4 seviyesinin dl¢iilmesi

IL-4 seviyesi, Human Interleukin 4 (IL-4) ELISA Kit (AFG Bioscience, EK710264)
ile 6l¢iildii. Test prensibi sandwich ELISA’dir. Testin hassasiyeti 5,0 ng/L olup, 6l¢tim
aralig1 20-400 ng/L’dir. Absorbans spektrofotometrede 450 nm’de okundu. Standart
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okumalarindan elde edilen absorbans degerleri ve konsantrasyon degerleri ile grafik

¢izilip numune konsantrasyonlar1 hazirlandi.

3.2.5.4. IL-10 seviyesinin 0l¢iilmesi

IL-10 seviyesi, Human Interleukin 10 (IL-10) ELISA Kit (AFG Bioscience,
EK710271) ile dl¢iildii. Test prensibi sandwich ELISA’dir. Testin hassasiyeti 1,0 ng/L
olup, Ol¢iim araligt 10-300 ng/L’dir. Absorbans spektrofotometrede 450 nm’de
okundu. Standart okumalarindan elde edilen absorbans degerleri ve konsantrasyon

degerleri ile grafik ¢izilip numune konsantrasyonlari hazirlandi.

3.2.5.5. TNF-a seviyesinin Ol¢lilmesi

TNF-a seviyesi, Human Tumor necrosis factor a (TNF-a) ELISA Kit (AFG
Bioscience, EK710127) ile olgiildii. Test prensibi sandwich ELISA’dir. Testin
hassasiyeti 2,0 ng/L olup, 6l¢iim aralig1 7-400 ng/L’dir. Absorbans spektrofotometrede
450 nm’de okundu. Standart okumalarindan elde edilen absorbans degerleri ve

konsantrasyon degerleri ile grafik ¢izilip numune konsantrasyonlari hazirlandi.

3.2.6. Immiinofloresans analizler

HCNT1 ve HCN2’nin membran spesifik ekspresyonunun gézlemlenmesi i¢in HCN1 ve
HCN2’nin rekombinant antikoruyla immiinfloresans yontemle arastirilmasi tercih
edilmistir. HUWEC ve RAW hiicreleri uygun konfluansa ulastiktan sonra
tripsin/EDTA  ¢ozeltisiyle muamele edilerek kaldirildi.  Kaldirilan hiicreler,
immiinsitokimyasal analizler i¢in 12-kuyucuklu mini gember lamlarin (ibidi®) iizerine
ekildi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildikten sonra, canlilik analizlerinden elde edilen
sonuglardan hareketle, hiicrelere LPS (1pg/ml) uygulandi. Immiinofloresans analizleri

standart protokoller dogrultusunda asagidaki sekilde gergeklestirildi;

1- LPS uygulamasini takiben ¢ember lamlardan vasat uzaklastirildi ve her bir

kuyucuk 3 kez 5’er dakika dPBS soliisyonuyla yikandi.

2- Yikamay1 takiben kuyucuklara -20°C’de bekletilen metanol eklenerek 20
dakika boyunca -20°C’de fiksasyon i¢in bekletildi.

3- Fikse edilen hiicreler 3 kez 5’er dakika dPBS soliisyonuyla yikanarak

metanoliin tamamen uzaklastirilmasi ve hiicrelerin rehidrate olmalar1 saglandi.
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4- Hiicreler bloklama tamponu (%1 BSA+ 22,52 mg glisin+%0,1 Tween-20)

kullanilarak non-spesifik baglanmanin 6nlenmesi ig¢in 30 dakika boyunca bloklandi.

5- Bloklama islemini takiben 3 kez 5’er dakika dPBS ile yikama basamagi

tekrarlanda.

6- Hiicreler bloklama soliisyonunda diliie edilen HCN1 ve HCN2 rekombinant

primer antikor ile gece boyu +4°C’de inkiibe edildi.

7- Inkiibasyonu takiben primer antikor geri alinarak, hiicreler 3 kez 5’er dakika

dPBS ile yikandi.

8- Ortamdan dPBS aspire edildikten sonra uygun dalga boyunda goriintiileme
isleminin yapilabilmesi icin Alexa-flour-488 sekonder antikor ile 1 saat boyunca

inkiibe edildi.

9- Yikama isleminin tekrarlanmasindan sonra ¢ekirdek isaretlemesi i¢in her bir

kuyucuga 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boya soliisyonu uygulandi.

10- Tekrar yikama yapilarak DAPI soliisyonu ortamdan uzaklagtirildi ve lam
yapistirma s1visi yardimiyla lamelle kapatilarak en fazla 30 dakika igerisinde floresans

mikroskop (Olympus, Japan) altinda incelendi.

11- Lamlardan elde edilen fotograflar bilgisayar ortamina aktarilarak ImagelJ
programiyla incelendi. Her bir hiicredeki floresans yogunlugu kontrol grubuna gore

normalize edildi.

3.2.7. Total RNA izolasyon yontemi

qRT-PCR analizlerinde kullanilacak olan RNA’lar, hiicrelere LPS uygulandiktan
sonra, GENEzolTM RNA izolasyon Kkiti ile hiicrelerden izole edildi. LPS
uygulamasini takiben flasklardan kaldirilan hiicreler 1.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek ortam serum ve tripsin gibi aktif molekiillerden arindirildi. Hiicre pelleti
dPBS’te ¢oziilerek homojenize edildi ve RNA izolasyon kitinin kullanma kilavuzu

dogrultusunda asagidaki islemlerden gegirildi;

Homojenizasyon;
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1- Hiicre kiiltiir alanindan medium s1vist uzaklastirildi.

2- Kiiltiir kab1 yiizey alaninmn cm?si basina dogrudan 100 ul GENEzolTM

reaktifi eklendi.

3- Hiicreler birkag kez pipetlenerek dogrudan kiiltiir kabinda pargalandi.

4- Ornek karisimi oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

5- Omnek yeni bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine (RNaz free) aktarildi.

Faz Ayrim;

1- Numune homojenizasyonunda kullanilan 1 ml GENEzolTM reaktifi basina
numuneye 200 pl kloroform eklendi.

2- Mikrosantrifiij tiipii 10 saniye vorteksle karigtirildi.

3- Fazlar1 ayirmak i¢in numuneler 12-16.000 x g'de 15 dakika 4°C'de

santrifiijlendi.

4- En iistteki sulu faz yeni bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine (RNaz free) aktarildi.

RNA Presipitasyonu;

1- Sulu faza es hacimde izopropanol eklendi ve ardindan tiip birkag¢ kez alt iist

cevrilerek karistirildi.

2- Numune karisimini oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

3- Sik1 bir RNA peleti olusturmak i¢in numune 12—-16.000 x g'de 10 dakika 4°C'de

santrifiij edildi.

4- Stipernatant dikkatlice ¢ikarildi ve atild1.

RNA Yikama;

1- RNA peletini yikamak icin 1 ml %70 etanol eklendi ve ardindan kisaca

vortekslendi.

2- Numune 4°C'de 5 dakika boyunca 12—-16.000 x g'de santrifiij edildi.

3- RNA peletiyle temas etmemeye dikkat ederek, siipernatant bir pipetle ¢ikarildi.

4- RNA peleti oda sicakliginda 5-10 dakika havayla kurutuldu.

RNA Suspansiyonu;

1- RNA peletini yeniden siispanse etmek i¢in 20-50 pul RNaz Free Su eklendi.

2- RNA peletini ¢ozmek i¢in 55-60°C'de 10-15 dakika inkiibe edildi.

3- Izole edilen RNA miktar1 nanodrop yardimiyla 8l¢iildii.

4- A260/A280 oran1 1,9-2,1 araliginda olmayan O&rnekler analizler igin

kullanilmadi.
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5- RNA 06rnegi, sonraki igslemlere kadar —80°C’de muhafaza edildi.

3.2.8. izole edilen RNA’lardan cDNA elde edilmesi
cDNA sentez kiti kullanilarak izole edilen RNA’dan cDNA sentezi yapildi. cDNA’nin
olusturulmasi i¢in uygulanan ters transkripsiyon PCR reaksiyon igerigi Tablo 3’de

verilmigtir.

Tablo 3. cDNA sentezi i¢in kullanilan ters transkripsiyon PCR reaksiyon karigimi

Bilesenler Hacim (ul)
10x RT Buffer 2ul
MgClL 1,4 ul
dNTP mix 4 ul
RNase Inhibitor 1 ul
Oligo (dT) Primer 1 ul
iScript Reverse transcriptase 1 pul
RNA numunesi 2 ul
Niikleaz icermeyen su 7,6 ul
Toplam Hacim 20 pl

Izole edilen RNA &rneklerinden cDNA sentezlenmesi igin asagidaki protokol takip

edildi;

1- Izole edilen drnekler buz iizerinde ¢oziildii.
2- Kit igeriginde bulunan tiim kimyasallar vorteks ile karigtirildi.
3- Kitin igerisinde bulunan karisim hazirlanarak RNA karisimina eklendi. Kit

iceriginden revers transkriptaz enzimi en son olarak eklendi. Tiipler ters-diiz edilerek
lyice karistirilmasi saglandi.

4- Ornekler buz iizerinde 5 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra Tablo 4’deki
PCR programi ile reaksiyon gergeklestirildi. Reaksiyon sonrasinda elde edilen cDNA
ornekleri es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yapilana kadar —20°C’de

muhafaza edildi.
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Tablo 4. Ters transkripsiyon PCR programi.

Asama Siire Sicakhik
5 dk. 65°C
Primer Baglanmasi
2 dk. 4°C
DNA Polimerizasyonu 30 dk. 37°C
RT Inaktivasyonu 5 dk. 95°C
© 4°C

3.2.9. Es zamanh PCR (qRT-PCR) yontemi

Es zamanli PCR yontemi, niikleik asitlerin ¢ogalmasiyla olusan iirlinlerin ¢esitli
problarla verdigi sinyalin kantitatif olarak olciilebildigi bir yontemdir. Alinan
floresans yogunlugu ile PCR iiriinii arasinda dogrudan korelasyon bulundugu ve ayrica
olusturulan sicaklik dongiileri ile sinyalin olusumu ayni anda ve ayni reaksiyonda
gergeklestigi icin giivenli ve kullaniglidir. Yapilan calismada spesifik dizilere baglanan
ve yiiksek verimlilige sahip prob sistemi olan iki-isaretli TagMan® problar kullanildi.
Bu yontemde problar baglandiktan sonra PCR primerleri diziye baglanir ve Taq
polimeraz ile uzama gergeklesir. Bu uzama islemi esansinda Taq polimerazin 5'-
ekzontikleaz aktivitesi sayesinde, proba bagli florofor kesilerek floresans isima
gerceklesir. Arastirilacak olan HCNI1 ve HCN2 transkriptinin incelenmesi igin
transkript boyutu ve 6zellikleri goz 6niinde bulundurularak qRT-PCR yontemi tercih

edilmistir.

3.2.10. HCN1 ve HCN2 gen ifade diizeylerinin olciimii

HCNI1 gRT-PCR’u icin “TagMan® Universal Master Mix II, with UNG” ve
“TagMan® HCN1 primer prob (Mm00468832 m1, 4331182) kullanildi. HCN2 qRT-
PCR’u i¢in “TagMan® Universal Master Mix II, with UNG” ve “TagMan® HCN2
primer prob (Rn01408572 mH, 4331182) kullanildi. Ekspresyon seviyelerinin
normalizasyonu i¢in endojen kontrol olarak “TagMan® GAPDH primer prob
(Mm99999915 g1, 4331182)” kullanildi. TagMan® problar ve orneklerden elde
edilen cDNA kullanilarak qRT-PCR analiz islemi asagida gosterildigi gibi
gergeklestirildi.
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1- Orneklerden elde edilen cDNA’lar, TagMan® HCN1, TagMan® HCN2 ve GAPDH
primer problar buz {izerinde ¢6ziildii.

2- “TagMan® Universal Master Mix II, with UNG” hafifce vortekslendi.

3- Yapilacak olan her bir assay i¢in reaksiyon sayilar1 licer tekrarli olmak iizere
hesaplandi.

4- Orneklerden elde edilen cDNA’lar her biri igin bir HCN1 assay, HCN2 assay, bir
endojen kontrol GAPDH assay ve bir kalip icermeyen kontrol olacak sekilde
tasarlandi.

5- qRT-PCR reaksiyonu Tablo 5°de gosterildigi gibi igerik ve miktar olarak hazirlandi.
Her bir assay farkli steril 1,5 ml’lik mikro santrifijj tiiplerinde toplamda 20ul hacimde
olacak sekilde hazirlanarak reaksiyondan 6nce hafifce karistirildi.

6-Olusturulan qRT-PCR karisimi ve orneklerden elde edilen cDNA ornekleri, licer
tekrarli olacak sekilde kullanilan qRT-PCR cihazina uygun 96-kuyucuklu plakalar
icersine mikropipetler yardimiyla aktarildi ve plaka es zamanli PCR cihazina
yerlestirildi.

7-qQRT-PCR programi Tablo 6’da gosterilen sekilde ayarlanarak reaksiyon
gerceklestirildi.

8-qRT-PCR reaksiyonunun tamamlanmasindan sonra rolatif HCN1 ve HCN2 gen
ekspresyon diizeyleri HCN1 ve HCN2 CT degerlerinin, endojen kontrol olan GAPDH
CT (cycle treshold) degerine normalize edildigi AACT metodu kullanilarak 2 24¢T
formiilii ile hesaplandi (Sekil 6).

Fluoresoence (dRn)

Sekil 6. PCR reaksiyonu sonrasi elde edilen temsili amplifikasyon grafigi
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Tablo 5. qRT-PCR reaksiyon karigimi

Bilesenler Bir Reaksiyon Icin Hacim
cDNA 2 ul
TaqMan® primer prob 1 ul
TaqMan® Universal Master Mix II, with 10 pl
Niikleaz Icermeyen Su 7 ul
Toplam Hacim 20 ul

Tablo 6. Gen ekspresyon diizeylerinin tayin edildigi RT-PCR programi

Sicakhik Siire

UNG Aktivasyonu 50°C 2 dk
Enzim Aktivasyonu 95°C 10 dk
Denaturasyon 95°C 15 sn. (40 dongii)
Baglanma/Uzama 60°C 5 dk. (40 dongti)

3.2.11. Total protein miktarinin tayin edilmesi
Total protein miktar tayini ticari kit (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak
bikinkoninik asit (BCA) yontemi ile gerceklestirildi. Bu yoOntemin prensibi,

proteinlerin alkali bir ¢ozelti iginde Cu™yi Cu*"

e indirgemesi ve bikinkoninik asit
tarafindan mor renk olusumuna neden olmasidir (biiire reaksiyonu) (184). Rengin
siddeti protein yogunluguna bagli olarak artmaktadir. Kitin 6nerdigi protokole gore
stok ¢ozelti (2 mg/mL) diliie edilerek BCA standartlar1 hazirlandi (2.000, 1.500, 750,
500, 250, 125, 25, 0 pg/mL). Kit icerigindeki soliisyon A ve B, 6rnek bagina 200 pL
olacak sekilde toplam hacim hesaplanarak sirasiyla 50:1 oraninda karistirilarak
calisma ¢ozeltisi hazirlandi. BCA standartlari, 1:2, 1:5 ve 1:10 oraninda steril saf su
ile diliie edilen ornekler 10 pL hacimde ¢ift tekrar olacak sekilde 96 kuyucuklu
mikroplakaya yerlestirildi. Calisma ¢ozeltisinden 200 pL Orneklerin iizerine ilave
edildi. Mikroplaka kapatilarak hafifce ¢alkalandiktan sonra 37 °C etiivde 30 dk siireyle
bekletildi. Olusan mor renkli kompleks mikroplaka okuyucuda 562 nm dalga boyunda
okundu. Standartlarin absorbanslar1 kullanilarak konsantrasyon- absorbans egrisi
¢izildi. Bu grafigin denklemine numunelerden elde edilen absorbanslar yerlestirilerek
orneklerin protein konsantrasyonlar1 hesaplandi. Diliisyon oranlarindan elde edilen

sonuglara gore detection range’e uyan ornek konsantrasyonlari kullanildi.
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3.2.12. Western Blot analizi

3.2.12.1. Orneklerin hazirlanmasi

Hiicreler -80 °C’lik derin dondurucudan c¢ikarildiktan sonra buz lstiinde ¢6zildii.
Coziilen hiicreler besiyerinde yeniden uygun konfluansa ulastiktan sonra soguk PBS
ile kiiltiir sisesi yikandi. RAW hiicreleri cell scraper ile kaziyarak, HUVEC hiicreleri
ise tripsin/EDTA c¢ozeltisiyle muamele edilerek kaldirildi. Steril cam tiiplere alinan
hiicreler 12.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten sonra silipernatant dokiildi. Cokelti
halinde dipte kalan hiicreler alinarak 1/10 oraninda RIPA (Radioimmunoprecipitation
assay buffer) bufferda ¢6ziildii ve 45 dk shakerda calkalandi. Proteaz inhibitor olarak
cOmplete Mini Proteaz Inhibitor tablets-Roche kullanildi. 30 dk buz ile inkiibasyonun
ardindan tekrar 12.000 rpm’de 4°C’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant temiz bir
tiipe aktarildi. Bu asamadan sonra parcalanmig hale gelen hiicrelerden 100 pL alindi
ve iizerine 50 pL Sample Buffer ilave edilerek karisim vortekslendi. Ornekler kuru
banyo inkiibatoriinde 95 °C’de 5 dk siireyle 1sitilarak proteinlerin denatiirasyonu

sagland1 ve sonrasinda numuneler buz igerisine transfer edilerek 10 dk bekletildi.

3.2.12.2. Jellerin hazirlanmasi

1,5 mm’lik camlar jel dokme standmna yerlestirildi (Sekil 7, A) . Su ile sizdirma
kontrolii yapildiktan sonra ayirma jeli i¢in Tablo 7’e gore belirtilen miktardaki
malzemeler sirayla falkon tiipe eklendi. APS (Amonyum persiilfat) ve TEMED
(tetramethylethylenediamine) polimerizasyon hemen bagladigi i¢in tiipe en son ilave
edildi. Ayirma jeli karisimu {istten 3 cm bosluk kalacak sekilde camlar arasina dokiildii.
Uzerine izopropil alkol ilave edildi. Alt jel donduktan sonra izopropil alkol kurutma
kagidi ile uzaklastirildi. Tablo 8’e gore hazirlanan yiikleme jelindeki malzemeler APS
ve TEMED en son eklenecek sekilde falkon tiipte karistirildi. Karigim alt jelin {izerine
camlarin iist sinirina kadar ilave edildi. 10 kuyucuklu tarak st jelin i¢ine yerlestirildi.

Jel kuruyuncaya kadar stantta bekletildi. Jel kuruduktan sonra tarak ¢ikarildi.
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Sekil 7. Jel dokme standina jellerin yerlestirilmesi (A). Numune yiiklemesi yapilmis

jellerin elektroforez tankina yiiklenip elektrik alana maruz birakilmasi (B).

Tablo 7. %10’luk Ayirma Jelinin Igerigi

Bilesen Hacim
Lower Tris (1,5 M, pH 8,8)-%20SDS 2,5ml
Acrilamid/Bisacrilamid (%30) 3,34 ml
Amonyum persiilfat (APS, %10) 50 uL
TEMED 7,5 uL

Tablo 8. %5’lik Yiikleme Jelinin igerigi

Bilesen Hacim
dH:0 2.26 ml
Upper Tris(1 M, pH 8,8)-%20SDS 1 ml
Acrilamid/Bisacrilamid (%30) 670 puL
Amonyum persiilfat (APS, %10) 40 pL
TEMED 4 uL

Her numunedeki protein miktarlar1 BCA yontemleriyle ile belirlendikten sonra
%10’lik sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid (SDS-PAGE) ayirma jeli ve %5°1lik SDS-
PAGE yiikleme jeli hazirland1 ve tarakla ayirilmis her bir kuyucuga esit miktarda
protein (50 pg) icerecek sekilde 6rnekler yiiklendi.
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3.2.12.3. Elektroforez

Camlar arasinda bulunan jeller stanttan alinarak elektroforez tankina yerlestirildi
(Sekil 7, B). Tankin icine belirtilen kisma kadar yiiriitme tamponu ilave edildi.
Taraklar ¢ikarildiktan sonra yiiriitme tamponu ile kuyucuklarin i¢i yikanarak acikligi
kontrol edildi. Onceden protein miktar tayini sonucuna gére her bir kuyucukta toplam
protein 50 pg olacak sekilde hesaplanan hacimdeki drnekler kuyucuklara yiiklendi. Tlk
kuyucuga 3 puL protein marker1 diger kuyucuklara 6rnekler yiiklendi. Son kuyu ise bos
birakildi. Giig kaynag1 6rnekler ayirma jeline geginceye kadar 90 V daha sonra ayirma
jeline gecince ise 120 volta ayarlanarak yaklasik iki saat siireyle elektroforez islemi

gerceklestirildi.

3.2.12.4. Transfer

75 kDa agirligindaki HCN1 ve 105 kDa agirligindaki HCN2 proteinin tayini igin
%10’lik jelde yiiriitiilen proteinlerin transfer edildigi membranlar kullanildi.
Elektroforez isleminin ardindan camlar spatula ile dikkatlice ayrildi. Jellerin
kuyucuklarin bulundugu iist kisimlar kesilerek uzaklastirildi. Jeller i¢inde transfer
tamponu bulunan kaba alindi. Mini jellerle ayn1 boyutta kesilmis, olan 0,45 pm’lik
poliviniliden floriir (PVDF) membranlar 5 dk siireyle metanol i¢inde bekletilerek
aktiflestirildikten sonra 1X transfer ¢ozeltisi ile 5 dakika muamele edildi. Daha sonra
distile suda yikanan membranlar jellerin bulundugu kapta jellerin altina yerlestirildi.
Semidry Blotter cihazina sira ile 2 parca ped, 2 parca blot kagid1 ve jel konuldu.
Uzerine membran dikkatlice yerlestirildi ve arada kalabilecek hava kabarciklari
dikkatlice uzaklastirildi. iki parca blot kagidi, 2 parga ped konuldu ve transfer ¢ozeltisi
ile iyice 1slatildi. Membranin oldugu kisim altta kalacak sekilde blotlama cihazi
icerisine konuldu ve cihazin kapagi kapatildi. 3 mA/cm2 akimda 1 saatte blotlama

islemi yapild1 (Bio-rad).

3.2.12.5. Bloklama

Transfer isleminden sonra non-spesifik baglanmay1 engellemek i¢in ornekler Tris
tamponlu Salin-tween (TBS-T 9%0,01) i¢inde %5 yagsiz siit tozu ile bloke edildi.
Membranlar i¢inde bloklama ¢6zeltisi bulunan kii¢iik kaplar i¢ine alinarak oda 1sisinda

1 saat siireyle 90 rpm devir hizinda orbital ¢alkalayici lizerinde bekletildi. Bloklama
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islemiyle birlikte proteinler disinda kalan bos alanlarin kapatilarak antikorlarin

membranin spesifik olmayan bolgeleriyle etkilesimi en aza indirilmis oldu.

3.2.12.6. Primer ve sekonder antikor uygulamasi

Proteine 6zgili primer antikorlar ve sekonder antikorlar prospektusta yazan dillisyon
oraninda (1:10.000) bloklama ¢ozeltisi ile seyreltilerek hazirlandi. Bloklama isleminin
ardindan membranlar daha sonra ii¢ kez TBS-T soliisyonuyla 5 dakika boyunca
yikandi. Yikama isleminden sonra membranlar gece boyu +4 °C’deki sogutmali
calkalayict inkiibatorde 90 rpm devir hizinda primer antikor ¢ozeltileriyle inkiibe
edildiler. Inkiibasyon sonunda membranlarda TBS-T yikamasi 3 kez daha
tekrarlanarak membranlar anti-rabbit HRP bagli sekonder antikorlar (Goat anti-rabbit
HRP-IgG H&L, #65-6120, Thermo scientific, US) ile oda 1sisinda iki saat inkiibe
edildi.

3.2.12.7. Gorlintiileme

Sekonder antikor uygulamasinin ardindan membranlar TBS-T ile 3 kere 5 dk siireyle
calkalayici iizerinde yikandi. PierceTM ECL Western Blotting Substrate veya
SuperSignalTM West Femto Maximum Sensitivity Substrate kitleri igindeki peroksit
ve luminol ¢ozeltilerinin 1:1 oraninda karistirilmasiyla elde edilen 1 mL’lik ¢ozelti
tiim membran iizerine pipetle uygulandi. Cozeltiyle 5 dk boyunca inkiibasyonun
ardindan ¢o6zelti uzaklastirildt ve ChemiDoc MP (Biorad, US) cihaz1 ile
kemiliiminesan goriintiileme yapildi. Goriintilleme sonrasinda bilgisayara aktarilan
fotograflarda beta-aktin dahili kontrol olarak kullanilarak goreli yogunluklar Image]
yazilimi (NIH, Bethesda, US) ile hesaplandi.

3.3. Istatistiksel Analiz

Deneyler sonucunda elde edilen tiim veriler Graphpad Prism (v9.0) ile analiz edildi.
Veri dagiliminin belirlenmesi i¢in Shapiro-Wilk testi kullanildi. Western blot ve PCR
sonuglarinda, normal dagilima uyan veriler i¢in One-Way Anova testi kullanilirken,
normal dagilima uymayan veriler Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi. Gruplar
arasindaki farkliliklar Tukey ve Duncan testleri ile degerlendirildi. Sitokin
degerlerinin sonuglar1 Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. P degeri 0,05’ten

kiiclik olarak anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Testlerinin Sonuclari

LPS, hiicre hatlarina 6 saat siireyle artan logaritmik konsantrasyonlarda (0,01-0,03-
0,1-0,3-1-3-10 pg/dL) uygulanarak MTT yontemiyle sitotoksik olmayan
konsantrasyonlar1 belirlendi. LPS RAW hiicre hattinda 3 pg/dL’lik dozdan itibaren
hiicre canliligin1 azaltmaya basladi ve daha yiiksek dozlarda sitotoksik etki gdsterdi
(Sekil 8). LPS HUVEC hiicre hattinda ise 1 pg/dL’lik dozdan itibaren hiicre canliligini
azaltmaya bagladi ve daha yiiksek dozlarda sitotoksik etki gosterdi (Sekil 9).
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Sekil 8. LPS’in artan konsantrasyonlarinin RAW hiicrelerinin canliligina olan etkisi
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Sekil 9. LPS’in artan konsantrasyonlariin HUVEC hiicrelerinin canliligina olan etkisi
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4.2. BCA Yéntemi ile Olgiilen Protein Konsantrasyonlari

Numunelerin protein konsantrasyonu standart ¢dzeltilerin absorbans konsantrasyon
grafiginden (Sekil 10) elde edilen denkleme gore hesaplandi. Ug tekrar sonucu elde
edilen verilerin ortalamasi alindi. HUVEC hiicre hattinda kontrol grubunun protein
konsantrasyonu 1634,6 pg/ml iken, LPS grubunun protein konsantrasyonu 1110,6
pug/ml olarak olciildii. RAW hiicre hattinda kontrol grubunun protein konsantrasyonu

1566,3 ug/ml iken, LPS grubunun protein konsantrasyonu 2749 pg/ml olarak ol¢iildii.
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Sekil 10. BCA yonteminde elde edilen standart konsantrasyon/absorbans grafigi

4.3. RNA Izolasyon Sonuclari

Deney grubundaki hiicrelerden GENEzolTM RNA izolasyon kiti ile RNA izolasyonu
yapildi. Numunelerdeki RNA miktar1 Jenway Genova Nanodrop cihazi ile 6l¢iildii
(Sekil 11). RNA miktart HUVEC hiicre hattinda kontrol grubunda 118,2 ng/ml, LPS
grubunda RNA miktart 80,5 ng/ml olarak 6l¢iildii. RNA miktart RAW hiicre hattinda
kontrol grubunda 119,8 ng/ml, LPS grubunda RNA miktar1 125 ng/ml olarak 6l¢iildii.
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Sekil 11. izole edilen RNA miktarlarmin nanodrop cihaziyla 6l¢iimii (A, B)

4.4. Kiiltiir Vasatlarinda ELISA Yéntemi ile Olgciilen Sitokin Seviyeleri
HUVEC ve RAW hiicre hatlarinda LPS ve kontrol grubunun kiiltiir vasatlarindaki

sitokin seviyelerinin miktar1 ELISA ydntemi ile tespit edildi.

RAW hiicrelerinde LPS grubunun kiiltiir vasatinda kontrol grubunun, kiiltiir vasatina
kiyasla TNF-a (p=0,0156), IL-1 (p=0,047) ve IL-2 (p=0,000349) seviyelerinde
anlamli artig oldugu, IL-10 seviyesinde ise anlamli bir azalma (p=0,037) oldugu

gbzlendi. IL-4 seviyesinde anlamli bir fark gériilmedi (p=0,0917).

HUVEC hiicrelerinde LPS grubunun kiiltiir vasatinda kontrol grubunun kiiltiir vasatina
kiyasla yalnizca TNF-a diizeyinde (p=0,000684) anlamli bir artis gozlenirken, IL-1
(p=0,1006), IL-2 (p=0,07), IL-4 (p=0,092) ve IL-10 (p=0,102) sitokin seviyelerinde
anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 12).
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Sekil 12. RAW ve HUVEC hiicre hatlarmin kiiltiir vasatinda kontrol ve LPS gruplari

arasindaki sitokin seviyelerinin kiyaslamasi.

4.5. Western Blot Analizi Bulgular
HUVEC ve RAW hiicre hatlarinin LPS ve kontrol gruplarinda HCN1 ve HCN2 protein

ekspresyonlar1 immunblotlama ile yar1 kantitatif olarak degerlendirildi.

HUVEC hiicre hattinda LPS grubunda kontrol grubuna oranla HCNI1 protein
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artig tespit edilirken (p=0,002), HCN2

protein ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p=0,986).

RAW hiicre hattinda LPS grubunda kontrol grubuna oranla HCNI1 protein
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilirken (p=0,028), HCN2
protein ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p=0.466)
(Sekil 13).
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Sekil 13. HUVEC (solda) ve RAW (sagda) hiicrelerinde HCN1 ve HCN2 protein

ekspresyonlariin kontrol ve LPS gruplar1 arasindaki kiyaslamasi.
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Sekil 14. HUVEC ve RAW hiicrelerinin kontrol ve LPS gruplarinda HCN1 ve HCN2

protein ekspresyonlarinin Western Blot yontemiyle gosterilmesi.

Numuneler poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) sonrasi jelden membrana aktarildi.
Goriintiileme sonrasinda bilgisayara aktarilan fotograflarda beta-aktin dahili kontrol
olarak kullanilarak goreli yogunluklar ImageJ yazilimi (NIH, Bethesda, US) ile
hesaplandi.

4.6. PCR Analizi Bulgulan
HUVEC ve RAW hiicre hatlarinin LPS ve kontrol gruplarinda HCN1 ve HCN2 gen

ekspresyonlar1 es zamanli-PCR reaksiyonuyla degerlendirildi.
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HUVEC hiicrelerinde HCN1 gen ekspresyonu LPS grubunda kontrol grubuna kiyasla
8,44 kat artmis olup bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi
(p=0,004). HUVEC hiicrelerinde HCN2 gen ekspresyonu LPS grubunda kontrol
grubuna kiyasla 3,13 kat artmis olup bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1

tespit edildi (p=0,658).

RAW hiicrelerinde HCN1 gen ekspresyonu LPS grubunda kontrol grubuna kiyasla
6,71 kat artmi1s olup bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p=0,03).
RAW hiicrelerinde HCN2 gen ekspresyonu LPS grubunda kontrol grubuna kiyasla
2,42 kat artmig olup bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit edildi
(p=0,863) (Sekil 15).
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Sekil 15. HUVEC (solda) ve RAW (sagda) hiicrelerinde HCN1 ve HCN2 gen

ekspresyonlarinin kontrol ve LPS gruplari arasindaki kiyaslamas:.

4.7. HCN1 ve HCN2 Ekspresyonunun iImmiinofloresans Yontem Ile Gosterilmesi
RAW ve HUVEC hiicre hatlarina 24 saat boyunca LPS sonrast hiicre vasati uygulandi.
RAW hiicrelerinde HCN1 ve HCN2 ekspresyonunda enflamasyon grubunda kontrole
gore artis oldugu gozlendi. Aymi sekilde HUVEC hiicrelerinde HCN1 ve HCN2
ekspresyonunda enflamasyon grubunda kontrole gore artis oldugu gozlendi (Sekil 16,

Sekil 17).
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Sekil 16. HUVEC ve RAW hiicrelerinde LPS ve kontrol grubunun HCNI1 antikoru

i¢in floresans yogunlugunun gdésterilmesi.
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Sekil 17. HUVEC ve RAW hiicrelerinde LPS ve kontrol grubunun HCN2 antikoru

i¢in floresans yogunlugunun gdésterilmesi.
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5. TARTISMA

HCN kanallari, kalp ve beyin hiicrelerinin plazma zarlarinda segici olmayan voltaj
kapili katyon kanallar1 olarak gérev yapan integral membran proteinleridir. Beyin ve
kalp dokusundaki ritmik aktiviteden yani pacemaker akimdan sorumludurlar. HCN
kanallar1 farkli voltaj 6zellikleri, kinetikleri ve dagilimi gosteren, farkli dokularda
farkli seviyelerde ekspresyonu olan 4 izoforma sahiptir. Farkli izoformlar benzer
Ozelliklere sahip olmakla beraber voltaj bagimliligi, aktivasyon / deaktivasyon kinetigi
ve cAMP’e duyarlilikta kantitatif farkliliklar icerirler. Daha once yapilan pek ¢ok
calismada HCN kanallarinin 6zellikle néronal sinir hasarinda ve enflamasyonda farkli
ekspresyon diizeylerine sahip olduklar1 gosterilmistir. Literatiirde kardiyovaskiiler
hasarin olustugu durumda kalbin ritmik aktivitesinden sorumlu olan HCN kanallarinin
ekspresyon diizeyleri ile ilgili veriler oldukea kisithdir. Calismamizda kardiyovaskiiler
enflamasyonun patolojisinde anahtar rol oynayan endotel ve makrofaj hiicre hatlarinda
enflamatuar bir mikrogevre olusturup, olusturdugumuz bu enflamatuar ortamda HCN1
ve HCN2 kanal proteinlerinin cevabin1 molekiiler diizeyde inceledik. Hedefledigimiz
enflamatuar mikrocevreyi olusturmak igin her iki hiicre grubuna 6 saat boyunca LPS
verdikten sonra, her bir hiicre grubunun kiiltiir vasatin1 diger hiicre grubuna ¢apraz

olarak uyguladik ve 24 saat sonra molekiiler aragtirmalara basladik.

Calismamizda makrofaj hiicrelerinde enflamasyon grubunda kontrol grubuna gore
proenflamatuar sitokinler olan IL-1, IL-2 ve TNF-a diizeyinde anlamli artis,
antienflamatuar sitokinlerden olan IL-10 seviyesinde ise anlaml1 bir azalma oldugunu
tespit ettik. Endotel hiicrelerinde enflamasyon grubunda proenflamatuar sitokin olan
TNF-a diizeyinde anlaml1 artis tespit ettik. Elde ettigimiz bu veriler bize enflamasyon
modelimizin etkinligini gostermistir. Makrofajlar, enflamasyon yanitinin primer
hiicreleridir ve toksin veya yabanci ajanlarla karsilasildiginda ilk enflamasyon yaniti
ve sitokin iiretimi makrofaj hiicrelerinde gerg¢eklesmektedir. Makrofaj hiicreleri
patojenlere karsi ilk savunma hatlarindan biri olarak kabul edilirler ve bu nedenle
bircok bagisiklik slirecine miidahale ederler. Antijen sunumunun yani sira enfeksiyon
veya yaralanmayi takiben enflamasyonun, yara iyilesmesinin ve doku homeostazinin
¢oziilmesinde rol oynarlar (185, 186). Son yillarda, makrofaj polarizasyonu ve
enflamasyondaki rolii giderek daha fazla 6nem kazanmaya baglamistir. Genel olarak

iki ana makrofaj polarizasyonu mevcuttur; klasik olarak aktive edilmis makrofajlar
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(M1) ve alternatif olarak aktive edilmis makrofajlar (M2). Interferon gama (IFN-y),
makrofajlar1 enflamasyonu destekleyen M1 makrofajlarina farklilastirabilir. IFN-
y'dan farkli olarak, Th2 hiicreleri tarafindan tiretilen IL-4, makrofajlar1 enflamasyonu
Onleyen M2 tipi makrofajlara dontstiirebilir (187). M1 makrofajlarinin rolii,
proenflamatuar sitokinleri ve kemokinleri salgilamak, antijenleri sunmak ve bdylece
pozitif bagisiklik tepkisine katilmak ve bir bagisiklik monitdrii olarak iglev gormektir.
Urettigi baslica proenflamatuar sitokinler IL-6, IL-12 ve TNF-o' dir. M2 makrofajlari
baslica Arginaz-1, IL-10 ve TGF-B olmak iizere enflamasyonu azaltma ve
immiinosupresif fonksiyona katkida bulunma islevine sahip diger anti-enflamatuar

sitokinleri salgilar (188, 189). Yara iyilesmesinde ve doku onariminda 6nemli rol

oynar.
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Sekil 18. Makrofaj polarizasyonu.

M1 makrofajlarinda inflamasyon yaniti IFN-y, LPS ve TNF-a gibi faktorlerin
baglanmasiyla uyarilan Tool Like Reseptorler (TLR) tarafindan baglatilir. M1
makrofajlarmin proenflamatuar mekanizmasina gelince, M1 makrofajlar1 oncelikle
IL-1, IL-6, IL-12, IL-23 ve TNF-a dahil olmak iizere bir dizi sitokin salgilar. Daha
sonra, M1 makrofajlari, patojenleri 61diirmek ve iltihaplanmay1 baslatmak iizere ¢esitli

bagisiklik tepkilerini tetikler. Boylece enflamatuar yanit patlak verir (190).
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LPS araciligiyla olusturdugumuz enflamasyon modeline dayali ¢aligmamizda RAW
hiicrelerinde enflamasyon grubunda kontrol grubuna gére HCN1 kanal proteininin gen
ekspresyonu, protein diizeyi ve hiicre yiizeyindeki ifadesinde artis oldugunu tespit
ettik. RAW hiicrelerinde enflamasyon gurubunda kontrol grubuna kiyasla HCN2 kanal
proteininin gen ekspresyonu ve protein ifadesinde anlamli bir artis yokken,
immunfloresan boyama ile hiicre yiizeyindeki ifadesinde artis oldugunu gozlemledik.
Benzer sekilde HUVEC hiicrelerinde enflamasyon grubunda kontrol grubuna gore
HCNI1 kanal proteininin gen ekspresyonu, protein diizeyi ve hiicre ylizeyindeki
ifadesinde artig oldugunu tespit ettik. HUVEC hiicrelerinde enflamasyon gurubunda
kontrol grubuna kiyasla HCN2 kanal proteininin gen ekspresyonu ve protein
ifadesinde anlaml1 bir artis yokken, immunfloresan boyama ile hiicre yilizeyindeki

ifadesinde artis oldugunu gozlemledik.

Daha once belirtildigi tizere HCN kanallarinin her dokuda hakim olan bir alt tipi
bulunmaktadir. Santral sinir sisteminde hakim olan alt tip HCN1 ve HCN2 agirlikli
iken, kardiyak ritimden sorumlu olan alt tipler HCN3 ve HCN4 alt tipidir
(6,17,87,88,89). Calismamizda literatirde HCN kanal ekspresyon paterni
aydinlatilmamuis iki hiicre tipinde HCN1 ve HCN2 ekspresyonunu calistik. Elimizdeki
verilerle bu iki hiicre tipinde HCN1 alt tipinin hakim olan alt tip olabilecegi sonucuna
varabiliriz. Olusturdugumuz enflamasyon modelinde 6 saatlik LPS uygulamasinin
ardindan 24 saatlik bir kiiltlir vasat1 maruziyetinden sonra endotel ve makrofaj hiicre
gruplarimizda HCN1 ekspresyon artisin1 3 yontemle de gosterdik. Enflamasyon
grubundaki HCN2 ekspresyon artigini ise immunfloseran yontemle gostermemize
ragmen, PCR ve Western Blot yontemlerindeki HCN2 artisin1 istatistiksel olarak
anlamli bulamadik. Daha 6nce Cho ve ark yaptiklar1 hayvan deneyinde Freund's
Complete Adjuvant (CFA) ile olusturulan dura iltihabinin, trigeminal gangliondaki
protein seviyelerinde ve HCN1 ve HCN2 eksprese eden noronlarin sayisinda bir artisa
neden oldugunu gdstermislerdir (165). Bu artislar, sistemik bir antienflamatuar olan
buprenorfin tedavisini takiben goériilmemistir. Bu ¢alisma bir hayvan deneyi olup CFA
ile 3 giinliik bir maruziyetten sonraki HCN kanal degisiklikleri incelenmistir. Biz
calisgmamizda hiicre kiiltiirii kullandik ve 24 saatlik bir LPS maruziyeti sonrasinda
HCN kanallarindaki degisimi gozlemledik. 24 saatten daha uzun siireli bir LPS

maruziyeti onceki calismalarda elde edilen bulgularla daha dogru kiyas yapmamizi

59



saglayacaktir. HCN1 kanal proteinindeki artis enflamatuar gruptaki makrofaj ve
endotel hiicrelerinde gen, protein ve yiizey ifadesinde korelasyona sahipti, bu da bize
bu hiicrelerde HCN1 alt tipinin hakim olabilecegini ve enflamasyona cevaben arttigini
diisiindiirmektedir. Her iki hiicrede de enflamasyon grubunda HCN2 proteininin
immunfloresan mikroskopla goriilen hiicre membran ifadesindeki artisina ragmen,
PCR ve Western Blot yontemleriyle gen ve protein diizeyinde beklenen artigi
gozlemleyemedik. Bu durum birka¢ sekilde agiklanabilir; HCN2 kanal proteininin
membran {izerindeki yar1t 6mrii HCN1 kanal proteinine gére daha uzun olabilir. Bu
durumda 24 saatlik bekleme siirecinde, genetik materyal pargalanmis ve
transkripsiyon materyali vezikiillerden membrana taginmasina ragmen hala membran
proteinindeki yikim gerg¢eklesmemis olabilir. Hatta membran proteinindeki asir1 artis
bir negatif feed back mekanizmasiyla HCN2 gen ifadesinin azalmasina sebep olmus
olabilir. Literatirde HCN kanal proteinleri i¢in yarilanma Omri bilgisi
bulunmamaktadir. Bir bagka olasi ihtimal, enflamasyona HCN2 kanal yanitinin ani bir
gen/protein ekspresyon artig/azalisindan ziyade dalgali bir patern gostermesi ve
dolayisiyla aradan gegen zamanda 3 yontemle elde edilen sonuglarin paralel olmamasi
ile agiklanabilir. HCN2 kanal ekspresyon paterni monofazik degil, bifazik veya
trifazik paternde olabilir. Her iki durum i¢in daha net bir veri elde edebilmek adina
calismamizin bir sonraki adiminda, LPS uygulamasini takiben 0., 6., 12., 18. ve 24.

saatlerde ardigik olarak deneylerimizi tekrarlamak ¢ok daha faydali olacaktir.

Nosisepsiyonda HCN kanallarinin tipik akimi olan Ih'nin rolii konusunda literatiirde
onemli bir fikir birligi vardir. Sinir hasar1 olusturulan hayvan modellerinde hem dorsal
kok hem de trigeminal ganglion néronlarinda Th yogunlugunda artislar bildirilmistir.
Ek olarak, artan noronal uyarilabilirlik ve mekanik allodininin, HCN kanal blokeri
olan ZD7288 tarafindan bloke edildigi gosterilmistir (91, 160). Olusturulan sinir
hasarmin enflamasyona sebep olarak agr1 reseptorlerini etkiledigini varsayarsak, bu
caligmalarda elde dilen bulgularin bizimle paralel oldugu sonucunu c¢ikarabiliriz.
Mevcut calismamizda HCN kanal proteinlerinin gen ve protein diizeyinde arastirdik,
fakat enflamasyon ile ekspresyonu degisen ve membrandaki ifadesi artan bu kanal
proteinlerindeki akim yogunlugunu O6l¢medigimiz i¢in bizim olusturdugumuz
enflamatuar mikrogevrenin Th akiminda ne gibi bir degisiklige yol a¢tig1 konusunda

bir veri elde edemedik. Calismamizin bir sonraki adiminda deney diizenegimize
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hiicrelerimizin membranindaki Th akiminda olusacak degisiklikleri dahil etmek, HCN
kanal aktivasyonunun enflamasyona cevabini 6ngdrmek acisindan yol gosterici

olacaktir.

Daha 6nce belirttigimiz iizere, HCN kanallar1 beyin yan1 sira kalpte de aktif sekilde
gorev gormekte, kardiyak ritmisitenin olusumundan sorumlu kardiyak pacemaker
akim/ If olusturan kanallar olarak gorev yapmaktadir. Kalpte 6zellikle HCN4 alt
tipinin hakim oldugu bilinmektedir. Kardiyak ritmisitenin ve hizin sepsis, Sistemik
Inflamatuar Yanmit Sendromu (SIRS) ve Coklu Organ Yetmezligi Sendromu
(MODS)’lu hastalarda bozuldugu ve mortaliteye varan tablolara sebep oldugu
bilinmektedir (191). Bahsedilen bu klinik antitelerde enflamasyonun basladig: hiicre
olan endotellerin ve devaminda sitokin yanitina neden olan makrofajlarin en 6nemli
iki hiicre oldugu asikardir. Zorn-Pauly ve ark. sag atriyal uzantilardan izole edilmis
insan miyositleri ile yaptigi patch-clump deneylerinde, 1 ve 10 pg/ml
konsantrasyonunda LPS uygulamasinin, hiicre zarindaki akimi baskilayarak HCN
kanallarindaki If’1 6nemli 6l¢iide ve spesifik olarak bozdugunu, hem de If'nin 1-
adrenerjik katekolaminlere karsi daha duyarli hale geldigini gostermislerdir (192).
Karl Werdan ve ark., LPS gibi endotoksinlerin araciligiyla olusabilecek sepsis, SIRS
ve MODS'lu hastalarda goriilen otonomik kardiyak disfonksiyonun, HCN kanallar1
gibi iyon kanallarindaki aktivitenin bozulmasinin sonucu olabilecegini bildirmislerdir
(191). Literatiirde bu siiregte cok dnemli rolleri olan endotel ve makrofaj hiicrelerinin
membranindaki HCN kanal proteinlerinin ekspresyonu, kanal aktivasyonu ve zar
akimi ile ilgili veri bulunmamaktadir. Sepsis modeli olusturarak yaptigimiz deneylerde
endotel ve makrofaj hiicre hatlarinda LPS aracili enflamasyonun HCNI1 kanal
proteinini gen/protein ekspresyonu ve membran ifadesi diizeyinde artirdigint HCN2
kanal proteini i¢in ise sadece membran ifadesinde artis oldugunu gozlemledik. Bu
kanal  proteinlerinin  membran akim  potansiyellerini  6lgmek,  hiicre

aktivasyonu/protein iligkisini kavramak ag¢isindan oldukg¢a faydali olacaktir.

Literatiirde hematolojik hiicrelerde HCN kanal protein ekspresyonunu inceleyen
caligma sayis1 oldukga kisitlidir. Vay ve ark santral sinir sisteminin makrofaj1 olarak
tanimlanan mikroglia hiicrelerinde HCN kanal proteinlerinin ifade edildigini

gostermislerdir (171). Rat mikroglialarinda HCN kanallarmin canlilik, proliferasyon,
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fagositoz ve mikroglia aktivasyonu {iizerinde onemli bir diizenleyici etkiye sahip
oldugunu belirtmislerdir. HCN kanallarmin spesifik bir HCN kanal blokorii olan
7ZD7288 tarafindan farmakolojik blokaji, hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin yavasca
ylkselmesiyle hiicre depolarizasyonu ile sonuglanmis, bu da yasam siiresinin
artmasina ve dinlenim halindeki mikroglialarinin proliferasyon oranlarinin azalmasina
yol agmistir. Ayrica, ZD7288 tedavisinin yan1 sira HCN2 kanallarinin small
interfering RN A tarafindan susturulmasi, daha sonraki mikroglia aktivasyonunun hem
anti hem de proenflamatuar fenotipte zayiflamasina neden olmustur (173). Notomi ve
ark yaptiklart hiicre kiiltiirii calismasinda kemik dokunun makrofaji olarak bilinen
osteoklastlardaki HCN aktivitesini gdstermislerdir (167). RAW 'dan tiiretilen
osteoklastlarla yapilan elektrofizyolojik deneylerde, HCN kanallarinin islevsel oldugu
ve noronlar ve kardiyomiyositler gibi uyarilabilir hiicrelerde kaydedilen Th'ye benzer
ozelliklere sahip hiperpolarizasyonla aktive edilmis i¢e akimlar (Ih) iirettigi tespit
edilmistir. RAW hiicrelerinde kantitatif PCR ile HCN alt birimlerinin tamaminin
mRNA seviyelerinin varliginmi ve HCN4 ekspresyonunun baskin oldugunu, HCN4
yikiminin osteoklastik Th'yi azalttigin1 belirtmislerdir. Biz c¢alismamizda RAW
hiicrelerinde HCN1 ve HCN2 mRNA’larinin varligin1 Real Time PCR ile, HCN1 ve
HCN2 protein ekspresyonunu Western Blot yontemi ile, HCN1 ve HCN2 kanal
proteinlerinin membran iizerindeki varligini immunfloresan boyama yontemi ile
gosterdik.  Olusturdugumuz  enflamasyon modelinde HCNI1 alt tipinin
gen/protein/membran ekspresyonu diizeyinde ifadesinin kontrol grubuna arttigini

gbzlemledik.

Calismamizda LPS tedavisinin ardindan olusturdugumuz enflamasyon modelinde
HCN kanal proteinlerindeki artisin hangi molekiiller mekanizmalarla olusmus
olabilecegi heniiz bilinmemektedir. Literatirde HCN kanal aktivasyonunu ve If
akimini etkileyen faktorlerle ilgili caligmalar mevcuttur. Fakat HCN kanallarinin
DNA/gen transkripsiyonu, protein olusumu ve hiicre ylizeyine giden siirecte gegtigi
yolaklar ve molekiiler mekanizmalar heniiz aydinlatilmamistir. Bizim LPS araciligiyla
olusturdugumuz enflamatuar ortamda HCN1 kanal proteininin gen/protein diizeyinde
ekspresyonunu artiran molekiiler olaylar, aydinlatilmas: gereken eksik noktalar olarak
diistintilebilir. LPS TLR4 reseptorleri araciliiyla hiicre ylizeyine baglanarak hiicre

i¢cinde ¢esitli sinyal yolaklarini baslatir. Bu yolak sirastyla MyD88, MAPK araciliiyla
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NF-kB aktivasyonuna neden olarak ¢esitli proenflamatuar sitokinlerin
transkripsiyonunu baglatir. Daha 6nce Britt ve ark. Alveolar Clara hiicreleri ile
yaptiklar1 hiicre kiiltiirii calismasinda, LPS uygulanan grupta MAPK, c-Jun N-terminal
kinase (JNK), p38, extracellular signal-regulated kinase (ERK) gibi ara haberci
molekiillerin seviyesilerinin yanisira siklooksijenaz-2 (COX-2) aktivitesinin de
arttigini géstermislerdir (193). COX-2, hiicre membran fosfolipitlerinin 2. Karbonuna
bagl arasidonik asitten siklik endoperoksitleri (PGG>, PGH>) sentezler ve sonrasinda
PGE izomeraz enzimi ile prostaglandin E» (PGE:2) sentezlenir (194). Daha 6nce
bradikinin ve prostaglandin E: gibi enflamatuar aracilarin akut olarak uygulandiginda,
hiicre i¢i cAMP'nin artmasi1 ve cAMP'nin HCN kanallarina dogrudan baglanmasi
yoluyla Ih'yi arttirdig1 gosterilmistir (195). Bizim ¢alismamizda da LPS araciligiyla
enflamatuar siire¢ baslamis, COX-2 aktivitesi artmis ve bunun sonucunda PGE;
seviyesi artarak hiicre ici cAMP araciligiyla HCN1 ve HCN2 kanal aktivitesi yani If
akimi artmig olabilir. Biz deneylerimizde akim potansiyelini 6lgmedik, HCN
ekspresyonu ve protein diizeylerininin enflamasyona cevabini gosterdik. HCN1 gen
mRNA seviyesindeki ve protein seviyesindeki artis, cAMP’nin ortak araci oldugu
farkl1 mesajc1 proteinler araciligryla gerceklesmis olabilir. HCN1’in cAMP aracili
aktivasyon kinetiginin diger HCN proteinleri arasinda en hizli oldugu bilinmektedir.
(HCN1 cAMP icin Ka=0.5uM, HCN2 cAMP i¢in Ka=6uM) (110). Bu durumda
kanalin daha hizli aktivasyon cevabi vermesine neden olan mekanizmalar gen
ekspresyonu seviyesinde de HCNI1 ic¢in elde ettigimiz artmis ekspresyon paternini
aciklayabilir. HCN2 kanalinin cAMP aracili aktivasyon cevabinin daha yavas olmasi
HCN2 i¢in gen ekspresyonu seviyesinde degismeyen bir yanit almamizi agiklayabilir.
Bu bilinmezlik farkli zaman araliklarinda ve art arda ol¢iim yapacak sekilde
deneylerimizin genisletilmesi ile aydinlatilabilir. Yine LPS’in olusturdugu hiicre i¢i
sinyallerin bir transkripsiyon faktorii olan NF-xB’i artirdigr bilinmektedir. Bu
transkripsiyon faktorii araciligiyla HCN gen ekspresyonu, dolayisiyla protein miktari

da artmis olabilir.

Olusturdugumuz enflamasyon modelinde HCN1 alt tipinin makrofaj ve endotel
hiicrelerinde gen/protein ekspresyonu ve membran diizeyindeki ifadesinin kontrol
grubuna gore arttigin1 gozlemledik. Hiicrelerimizde HCN2 alt tipinde enflamasyon

grubunda kontrole gore anlamli bir fark tespit edemedik. Bu durum bize endotel ve
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makrofaj hiicrelerinde hakim olan alt tipin HCN1 oldugunu diisiindiirse de, hakim olan
alt tipe dair kesin bir ¢ikarim i¢cin HCN3 ve HCN4 ekspresyon seviyelerini de
arastirmak calismamizin bir sonraki basamagindaki hedeflerimizden biri olacaktir.
Calismamizda HCN2 kanal proteininde hiicre yiizey ifadesinde gézlemledigimiz artisi
aciklayacak bir gen/protein ekspresyon artist gdzlemleyemedik. Ilerideki
calismalarimizda bu durumu agiklayacak daha net bir veri elde edebilmek ve
endotel/makrofaj hiicrelerinin LPS aracili enflamasyon yanitim1 daha detayh
degerlendirebilmek i¢in deneylerimizin 6rnek toplama sikligini arttirmak ve kanal
aktivasyon paternini belli zaman dilimlerine gdre tanimlamak aydinlatic1 olacaktir.
Enflamasyon siirecinde HCN gen/protein ekspresyonu ve membran ifadesindeki
degisimlerin hangi mekanizmalarla gerceklestigini, ara yolaklardaki molekiilleri,
ikincil habercileri ve sinyal iletim siirecini aydinlatmak simdiye kadar elde ettigimiz
bulgular agiklamak icin faydali olacaktir. flerideki calismalarimizin diger bir amaci
da enflamasyona yanitta HCN kanallarinin gen/protein ekspresyonu ve membran
ifadesindeki degisimlerinin yani sira, kanal ekspresyonu ve aktivitesi arasindaki
baglantiy1 ¢ozebilmek adina kanal akimindaki ve hiicre membran potansiyelindeki

degisimleri incelemek olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda LPS araciligiyla olusturdugumuz enflamasyon modelinde, endotel ve
makrofaj hiicre hatlarinda kontrol grubuna gore anlamli bir HCN1 gen ve protein
ekspresyon artis1 gézlemledik. Endotel ve makrofaj hiicre hatlarinda HCN2 gen ve
protein ekspresyonunda enflamasyon grubunda kontrole goére anlamli bir fark
olmadigini tespit ettik. Immunfloresan mikroskopik incelemede endotel ve makrofaj
hiicrelerinde enflame grupta kontrole gére HCN1 ve HCN2 kanal proteininin
membran ifadesinde artis oldugunu gozlemledik. Calismamizda elde ettigimiz veriler
ile enflamasyonda makrofaj ve endotel hiicrelerinin HCN kanal ekspresyonunun
degistigini ve bu degisimi diizenleyecek farmakolojik ajanlarin  sistemik
enflamasyonun tedavisinde yeni bir 151k olabilecegi ¢ikarimini yapabiliriz. Cagimizin
en sik morbidite ve mortalite nedenlerinden olan kardiovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde HCN kanal aktivitesini degistiren bir tedavi yaklasimi giincel tedavilere
destek olabilecek bir potansiyel barindiriyor olabilir. Endotel ve makrofaj hiicre
grubunda HCN kanal alt tip hakimiyetini belirlemek sistemik bir HCN blokaji
yapmaktansa, spesifik alt tip blokaj1 ile olusabilecek yan etkileri en aza indirmek
acisindan yararli olacaktir. Enflamasyon grubundaki protein ifadesinde ve gen
ekspresyonunda gozlemledigimiz artisin, hiicre membranindaki If akiminda ne gibi
degisikliklere yol agacagi, calismamizin bundan sonraki adiminda arastirma

hedeflerimizden biri olacaktir.
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