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ONSOZ

ATP’ nin kalp tizerindeki etkileri uzun zamandir bilinmektedir. Bu etkilere
birgok farkli P2 reseptoriiniin aracilik ettigi diisiiniilmektedir. Ancak P2X7
reseptorlerinin - memeli kardiyak hiicrelerinde fonksiyonel var olup olmadigi
netlesmemis bir konudur. Bu nedenle biz c¢alismamizda western blot ve
immiinohistokimya yontemleri ile kardiyak hiicrelerde gosterilen ve P2X7 reseptorii
oldugu iddia edilen proteinin gercekten fonksiyonel bir P2X7 reseptorii olup
olmadigin1 arastirdik. Fare atriyum kokenli ve pek c¢ok acidan kardiyak hiicre
ozelliklerini iyi korumus bir hiicre serisi olan HL-1 hiicrelerinde ve daha sonra sigan
ve fare ventrikiil ve atriumlarindan enzimatik olarak izole edilen kardiyak hiicrelerde
fonksiyonel bir P2X7 reseptorii olup olmadigimi inceledik. Bu ¢alisma ile memeli
atriyal hiicrelerinde fonksiyonel P2X7 reseptorlerinin varliginin gdsterilmesi, bu
reseptoriin insan kardiyomiyositlerinde de var oldugu iddialari da gz Oniine
alindiginda, hem kardiyak fizyolojide rol alan yeni bir tip reseptoriin, hem de

potansiyel bir ilag hedefinin tanimlanmasinda rol oynayabilecektir.

Bu tez calismasinin danismaligini iistlenen, tez calismasinin gerceklesmesi
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hazirlayan degerli hocalarim Prof. Dr. Mehmet Ugur ve Prof. Dr. Belma Turan’ a
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ADP Adenozin difosfat

AMP Adenozin monofosfat

ATP Adenozin trifosfat

BzATP Benzoil adenozin trifosfat

ECso Yar1 maksimal etkili konsantrasyon
EGTA Etilen glikol tetraasetik asit

FBS Fetal dana serumu

HEPES N-2-hidroksietilpiperazin-N'-2-etanosiilfonik asit
I1Cs0 Yar1 maksimum inhibitdr konsantrasyon
IP3 inositol 1,4,5-trisfosfat

KAch Asetilkolin ile aktive olan K+ kanallar1
2-MeS-ATP 2-Metiltiyo-ATP

NCX Na*-Ca?* degis-tokusgusu

NMDG"* N-metil-D-glukamin

a,p-Me-ATP a,p-Metilen-ATP

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

PIP2 Fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat

PLC Fosfolipaz C

PPADS Piridoksalfosfat-6-azofenil-2',4'-disiilfonik asit
UDP Uridin difosfat

UTP Uridin trifosfat
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1.  GIRIS

1.1. Hiicredisi Kimyasal Haberci Olarak ATP ve Kalpteki Etkileri

Piirinler ve pirimidinler, diger 6énemli biyokimyasal gérevlerinin yani sira
hiicre disinda c¢ok sayida farkli biyolojik etkileri olan 6nemli sinyal molekiilleridir.
Bu molekiiller hiicre disindan zardaki bazi reseptorlere baglanarak hiicre iginde
bircok ikinci haberci yolagini aktive ettikleri gibi hiicre membranindaki bazi iyon
kanallarin1 da dogrudan aktive ederek hiicrenin elektriksel durumunda degisikliklere

yol agarlar ve bu yolla hiicreler arasi haberlesmede rol alirlar.

ATP, hiicre i¢i enerji kaynagi olmasinin yani sira ndronal hiicreler, endotel
hiicreleri, kas hiicreleri gibi bircok hiicre tipinden salinan 6nemli bir hiicre dist
kimyasal haberci olarak kabul edilmektedir ve P2 purinerjik reseptorleri araciligiyla

pek ¢ok farkl hiicrenin fonksiyonlarini diizenlemektedir (Burnstock, 2006).

ATP biyilikligii ve yiikii nedeniyle lipid membrandan basit difiizyonla
tasinamaz. Memeli hiicrelerinde, hiicre i¢i bosluktan dis bosluga bircok ATP salimi
yolu vardir. Bunlar arasinda gap junction kanallari, connexinler (Kim ve ark., 2018;
Le ve ark., 2020; Stout ve ark., 2002) ve pannexinler (Oishi ve ark., 2012), Kkistik
fibrozis transmembran iletkenlik diizenleyiciye bagl yol (Abraham ve ark., 1997; al-
Awgqati, 1995), maksi anyon kanallar1 (Bell ve ark., 2003), hacim kontrollii anyon ya
da CI" kanali (VRAC) (Sabirov ve Okada, 2004) ve ekzositoz (Gordon, 1986)
bulunur. Hiicrelerdeki ATP salim siirecleri, mekanik uyaranlar gibi farkli tipte
uyaranlar tarafindan da diizenlenir (Yamamoto ve ark., 2003). Ayrica ATP, sempatik
sinirlerden noradrenalin ile birlikte aymi sinaptik vezikiillerde bulunur ve
noradrenalin ile ayn1 mekanizmay1 kullanarak bir ko-nérotransmitter olarak salinir
(Burnstock, 1972). Insan kalbinin atriyal miyokardiyumunda, sempatik sinir terminal
varikositeleri, kalp kasmi innerve eden yogun bir ag olusturur ve kardiyak
miyositlerle yakin bir konuma gelir (Sekil 1.1). Sempatik noronlara ek olarak
(Burnstock, 1990), kardiyak miyositler (Paddle ve Burnstock, 1974; Williams ve



Forrester, 1983), endotel hiicreleri (Bodin ve ark., 1991; Ralevic ve Burnstock,
1998), diiz kas hiicreleri (Pearson ve Gordon, 1979), trombositler (Holmsen, 1985)
ve diger hiicre tiirlerinin ¢esitli uyarilara yanit olarak ATP' yi sitozolden hiicre dis1

bosluga saldig1 da gosterilmistir.

Sempatik
sinirler

Sekil 1.1. Kalbin sempatik uyarimi ve sempatik sinirlerde noradrenalinin ve ko-
transmitter olarak ATP’nin salimmi. (Vegh ve ark., 2016) ve (Kennedy, 2015)’ den
degistirilerek ¢izilmistir.

Hiicre dis1 ATP konsantrasyonlarinin yaklasik 1-40 nM oldugu ve hiicre igi
ATP konsantrasyonlarinin yaklagtk 10 mM oldugu diistiniilmektedir. Kalpteki
koroner arterde, ATP seviyeleri normal sartlarda ¢ok diisiiktiir (1 nM) (Borst ve
Schrader, 1991), bunun baslica nedeni ATP' nin ¢Oziiniir ve zara bagh
ektoniikleotidazlar (ekto-ATPazlar) tarafindan hizla ADP, AMP ve adenozine
parcalanmasidir (Welford ve ark., 1987). Bununla birlikte, kalpteki interstisyel sivida
daha yiiksek ATP seviyeleri (40 nM) 6l¢iilebilir (Kuzmin ve ark., 1998). Kalpteki
koroner arterdeki ATP diizeyi elektriksel uyari, kardiyotonik ajanlarin uygulanmasi
(Darius ve ark., 1987; Vial ve ark., 1987), mekanik gerilme (Uozumi ve ark., 1998),
daha yiiksek kan akisi (Vials ve Burnstock, 1996), yiiksek is yiikii (Doyle ve
Forrester, 1985) ve hipoksi / iskemi (Kuzmin ve ark., 1998; Vial ve ark., 1987) ile

Oonemli Olgtlide artar.



ATP etkileriyle ilgili yapilan ilk ¢alismalarda memeli kalplerinde 6zellikle
atriumlarinda negatif inotropik etki gozlenmistir (Burnstock ve Meghji, 1983;
Fleetwood ve Gordon, 1987; Hollander ve Webb, 1957; Hopkins, 1973). Daha sonra
kobay ve sican atrialarinda yapilan calismalarda ATP’ nin azalmasiyla pozitif
inotropik etkiler gézlenmistir (Dorigo ve ark., 1988; Froldi ve ark., 1994; Froldi ve
ark., 1997; Mantelli ve ark., 1993). Daha sonraki ¢alismalarda da diisiik
konsantrasyonlardaki ATP’ nin tasikardiye yol ac¢tig1, yiiksek konsantrasyonlardaki
ATP’nin ise atrioventrikiiler bloga neden oldugu gosterilmistir. (Hollander ve Webb,
1957; Stoner ve ark., 1948). Hiicre dist ATP konsantrasyonundaki degisikliklerin
kalpte hiicrelerdeki cok sayida farkli kanali etkileyerek aritmilere neden olabilecegi
de belirtilmistir (Vassort, 2001). ATP' nin kalpte glikoz transportunu inhibe ettigi de
soylenmektedir (Fischer ve ark., 1999). Farkli tiirlerdeki ve kalbin farkli
bolgelerindeki kardiyak hiicreler, purinerjik reseptor alt tipleri acisindan farklilik

gosterir (Woo ve Trinh, 2020).

1.2.  Piirinerjik Reseptorlerin Siiflandirilmas1 ve Farmakolojik

Ozellikleri

Hiicre membraninin dis yiizeyindeki piirin reseptorleri temel olarak ikiye
ayrilir: Adenozin duyarl olan P1 reseptorleri ve ATP, ADP, UTP ve UDP duyarl
olan P2 reseptorleri. P1 reseptorleri kendi iginde A1, A2A, A2B ve A3 olmak iizere
dorde ayrilir ancak bu reseptorlerin hepsi G proteini-kenetli reseptor ailesindendir.
P2 reseptorleri ise ligand-kapili iyon kanali olan P2X ve G proteini-kenetli reseptor
olan P2Y reseptorleri olmak tizere iki ana sinifa ayrilir. P2X reseptorlerinin P2X 1-7
olmak tiizere 7 alt tipi ve P2Y reseptorlerinin ise P2Y 1, 2, 4, 6, 11-14 olmak tiizere 8
alt tipi vardir (Ralevic ve Burnstock, 1998) (Sekil 1.2).



Plrinerjik Reseptorler

Adenozin/P1 Reseptérleri

P2 Reseptorleri

Aile
(P1R) (P2R)
Alt aile - P2y P2X
R 5 P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2X1, P2X2, P2X3,
eseptor A1, A2A, A2B, A3 P2Y6,P2Y11,P2Y12, | P2X4,P2X5,P2X6,
Alt tipleri P2Y13,P2Y14 P2X7
Yapi G-proteini kenetli G-proteini kenetli Ligand-kapih
reseptorler reseptorler iyon kanallari
Na*
' ATP, ADP Ca2*
Ligand Adenozin UTP, UDP ATP girisi

L

G-protein aracih
sinyal iletimi

G-protein aracil
sinyal iletimi

Membran
depolarizasyonu

CaZ*- duyarli
sinyal iletimi

Sekil 1.2. Piirinerjik reseptorler. (Rajagopal ve Ponnusamy, 2018) kaynagindan

dilimize uyarlanmistir.

P2X reseptorleri, 379-472 amino asitli proteinlerden olusan ligand kapili
kanallardir ve iki transmembran bolgesine sahip alt-iinitelerden olusan trimerik

yapidadir (Brake ve ark., 1994). Hem homomerik hem de heteromerik trimerler

olarak birlesebilirler.

P2X reseptorleri, iyonotropik reseptorlerdir, hiicre dist ATP baglanmasiyla
aktive olurlar ve spesifik-olmayan katyon kanali olarak ¢alisirlar. Bu kanallarin 7 alt
tipinden {i¢ii olan P2X2, P2X4 ve P2X7; Ca?* , Na* ve K* gibi kiiclik katyonlarin
yaninda diisiik divalan ortaminda siirekli ATP uygulamasi ile NMDG" ve YO-PRO-1

gibi biiylik molekiilleri de gegirebilmektedir (North ve Surprenant, 2000).



P2Y reseptorleri, hiicrelerin fizyolojik islevini diizenlemek i¢in hiicre igi
ikinci haberci sistemlerini aktive eden G-proteinine kenetli reseptorlerdir. ATP ve
ADP'ye ek olarak P2Y reseptorlerine, UTP ve UDP pirimidinleri de baglanabilir. Bir
grup P2Y reseptdr alt tipi (P2Y reseptorii-1, -2, -4, -6 ve -11), Gq proteinlerini aktive
ederek fosfolipaz C' yi (PLC) uyarir ve fosfatidilinositol 4,5-bifosfattan (PIP2)
inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) iiretimini ve hiicre i¢i depolardan Ca®* mobilizasyonunu
saglar. P2Y11 reseptorii ayrica adenilat siklazi aktive eder. Kalan P2Y reseptorleri
(P2Y reseptorii-12, -13 ve -14), adenilat siklazi1 inhibe eden Gi proteinleri araciligi ile
sitozoldeki cAMP seviyesini azaltirlar (von Kugelgen, 2006)

P2X ve P2Y reseptorleriyle yapilan ¢alismalarda reseptor tipine gore farkl
agonist ve antagonistler kullanilmaktadir. Ancak P2X ve P2Y reseptorlerinin
birbirlerinden farmakolojik ayriminda en sik kullanilan agonistler ATP ve UTP’dir
ve reseptor tipine ve reseptdriin bulundugu hiicreye gore degerler degisse de
kiyaslama yapabilmek agisindan bu agonistlerin ECsy degerleri Cizelge 1.1° de

Ozetlenmistir.

Cizelge 1.1. ATP ve UTP’nin P2X ve P2Y reseptorleri i¢in ECsp degerleri (Junger,
2011) kaynagindan uyarlanmustir.

Reseptor | Ligand Ligand Reseptor | Ligand Ligand
ECso (uM) ECso (nM)

P2X1 ATP 0,05-1 P2Y1 ADP 8

P2X2 ATP 1-30 P2Y?2 ATP, UTP 0,1-0,2

P2X3 ATP 0,3-1 P2Y4 UTP 2,5

P2X4 ATP 1-10 P2Y6 UDP, UTP 0,3-6

P2XS ATP 1-10 P2Y11 ATP 17

P2X6 ATP 1-12 P2Y12 ADP 0,07

P2X7 ATP >100 P2Y13 ADP, ATP 0,06-0,26
P2Y14 UDP-glikoz | 0,1-0,5




P2X1 ve P2X3 reseptorleri, ATP’nin yanisira a,3-meATP ile aktive olabilir
ve suramin ve PPADS ile geri doniislii olarak bloklanabilir (Valera ve ark., 1994).
Bu reseptorlerin ikisi de (P2X1 ¢ok daha duyarli olmakla birlikte) olduke¢a diisiik
ATP konsantrasyonunda aktive olabilmektedir (<1 uM ) (Schmid ve Evans, 2019;
Junger, 2011). P2X1 ve P2X3 reseptorleri birkag¢ yiiz milisaniyede olduk¢a hizli
desensitizasyon gosterir ve reseptoriin desensitizasyondan tam olarak kurtulmasi i¢in
15 dakikadan fazla bir siire gerekebilir (North, 2002). P2X3 reseptoriinde 30 uM
ATP ile aktive olan akimlari inhibe etmede hiicre dist Ca*’nun neredeyse etkisiz

oldugu gosterilmistir (ICso ~90 mM) (Virginio ve ark., 1998).

P2X2 ve P2X4 reseptorleri ATP ile aktive olabilirken, a,f-meATP ile aktive
olmazlar (Brake ve ark., 1994; North, 2002). Bu reseptorler, P2X1 ve 2 ye oranla
daha yiiksek omakla birlikte, nispeten diisik ATP konsantrasyonlarinda (~10 pM)
aktive olabilmektedir (Schmid ve Evans, 2019; Junger, 2011; Ding ve Sachs, 1999b;
Ding ve Sachs, 1999a). Her iki reseptor de 10 saniyeden uzun siiren agonist
uygulamalarinda belirginlesen, yavas bir desensitizasyon gosterirler (Garcia-Guzman
ve ark., 1997; North, 2002; Seguela ve ark., 1996; Wang ve ark., 1996) (Sekil 1.3).
P2X2 ve P2X4 ifade ettirilmis HEK293 hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada ise uzun
sureli (10-60 s) 100 uM ATP uygulamasiyla kanalin normalde hiicre zarinin gegirgen
olmadigt NMDG" ve YO-PRO-1 boyas: gibi biiyiik molekiillere de gegirgen hale
geldigi gosterilmistir (Virginio ve ark., 1999). Hiicre dist Ca®" nun, ATP
uygulamasiyla olusan P2X2 akimin1 5 mM’ lik bir ICsq degeriyle inhibe edebildigi
gosterilmistir (Evans ve ark., 1995). Diger divalan katyonlarin da (Mn, Mg ve Ba
gibi) bu kanali bloke edebildigini gosteren c¢alismalar mevcuttur (Ding ve Sachs,
2000; Ding ve Sachs, 1999a). P2X4 reseptorleri suramin ve PPADS’ye, kisa siireli
uygulamalarda neredeyse duyarsizdir (Buell ve ark., 1996; Soto ve ark., 1996).
Ayrica P2X4 reseptorii P2X2, P2X3 ve P2X7 reseptorlerinden farkli olarak
ivermektin ile potansiye olabilmektedir (Khakh ve ark., 1999).

P2X7 reseptorleri ise diger tiim P2X reseptorlerinden farkli olarak, 100 uM’
dan daha fazla ATP konsantrasyonu ile aktive olurlar (Junger, 2011; Schmid ve
Evans, 2019). Bu reseptorlerin BZATP duyarliligt ATP* den 10-100 kat fazladir.



Ayrica bu reseptorlere agonist uygulamasiyla ortaya ¢ikan etkiler, hiicre dis1 Ca®* ve
dzellikle Mg®* konsantrasyonundan diger P2X reseptorlerine gore ¢ok daha fazla
etkilenmektedir (North, 2002). Baz1 ¢alismalarda fare P2X7 reseptoriinde ard arda
agonist uygulamasi ile iceri yonlii akimim genliginin zaman bagimli olarak arttig
gozlenmistir (Chessell ve ark., 1998; Hibell ve ark., 2000; Humphreys ve ark., 1998;
Rassendren ve ark., 1997). P2X7 ifade ettirilmis HEK293 hiicrelerinde ise agonist
uygulamasiyla hiicre zarmm normalde gecirgen olmadignt NMDG™ ve YO-PRO-1
boyasi gibi biiylik molekiillere gegirgen hale geldigi ve ayrica bu reseptor uyariyla
hiicre zarinda bleblenme yanit1 olustugu da gosterilmistir (Virginio ve ark., 1999).
P2X7 reseptorlerinin taninmasinda akim ve desensitizasyon karakteristigi oldukca
onemlidir. Bu reseptorde diger piirinerjik reseptorlerden farkli olarak ¢cok uzun stireli
agonist uygulamasinda neredeyse hi¢ desensitizasyon gostermezler (North, 2002)

(Sekil 1.3).

P2X, P2X, P2X P2X, P2Xs P2X;

U,
P

Sekil 1.3. HEK?293 hiicrelerine transfekte edilmis P2X kanallarindan ATP (P2X1-5
reseptorleri i¢in 30 uM, sadece P2X7 reseptorii i¢cin 1 mM) uygulamasiyla alinan
akimlar (North, 2002).

=
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20s

Genel P2X reseptor antagonistlerinden suramin (ICsp ~500 uM) ve PPADS
(ICso ~50 uM) bu reseptorlerde goreceli olarak etkisiz kabul edilmektedir



(Surprenant ve ark., 1996). P2X7 reseptorii i¢in ilk tanimlanan yarismali antagonist
A-740003 diir. Bu antagonistin diger piirinerjik reseptorlere gore P2X7 igin yiiksek
secicilikte oldugu gosterilmistir (1Cso ~40 nM) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Antagonist A-740003 diger piirinerjik reseptorlere gore P2X7 reseptorii
icin yliksek se¢icilikte bir antagonisttir. P2X1, P2X4 ve P2Y1 reseptorleri 4 uM ATP
ile, P2X2a ve P2X2a/3 reseptorleri 10 uM ATP ile, P2Y?2 reseptorleri 1 uM UTP ile
ve insan P2X7 reseptorleri 5 uM BzATP ile aktiflestirilmistir (Honore ve ark., 2006).

Daha sonra A-740003’den ¢ok daha potent bir antagonist olan A-804598
sentezlenmistir (ICsp ~10 nM). Bu antagonistin, EC;y degerlerinde agonist
uygulanmis pilrinerjik reseptorler arasinda ~1 nM konsantrasyonda P2X7 i¢in

neredeyse tam blokaj saglayarak cok yiiksek se¢icilikte oldugu gosterilmistir (Sekil
1.5) (Donnelly-Roberts ve ark., 2009).
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Sekil 1.5. Antagonist A-804598 diger piirinerjik reseptorlere gore P2X7 reseptorii
icin ¢ok yiiksek segicilikte bir antagonisttir. P2X1, P2X4 ve P2Y1 reseptorleri 4 uM
ATP ile, P2X2a ve P2X2a/3 reseptorleri 10 uM ATP ile, P2Y2 reseptorleri 1 uM
UTP ile ve insan P2X7 reseptorleri 5 pM BzATP ile aktiflestirilmistir. Agonist

konsantrasyonlar1 her reseptor alt tipinin EC7o degerine gore kullanilmistir
(Donnelly-Roberts ve ark., 2009).

1.3. Kalpte Bulunan P2 Reseptorleri

Hiicre dis1t ATP ve analoglarinin, kardiyovaskiiler sistemde hiicre yilizeyi P2
purinerjik reseptorleri aracilifiyla 6nemli etkileri vardir. Kalpte, hem ligand kapili
(P2X) hem de G-proteini kenetli (P2Y) piirinerjik reseptorlerinin varhigiyla ilgili

cesitli yontemlerle yapilmis ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur.

P2Y reseptorleri, kalp dahil birgok doku tipinde ifade edilir. P2Y reseptor alt
tiplerinin ifade profillerinde kalbin farkli bolgelerinde ve tiirler arasinda farkliliklar
oldugu bulunmustur. Fare, sican ve insan, fetal ve yetiskin kalplerinde farkli P2Y
reseptorlerinin varligini ve fonksiyonunu iddia eden ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur

(Bogdanov ve ark., 1998; Burnstock ve Knight, 2004; Gergs ve ark., 2014; Mazrouei



ve ark., 2015; Musa ve ark., 2009; Le ve ark., 2020; Novitskaya ve ark., 2016; Webb
ve ark., 1996; Woo ve Trinh, 2020).

Kalpte yapilan aragtirmalarda P2X reseptorlerinin birgok alt tipinin varlig da
iddia edilmistir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Kalpte bulundugu iddia edilen P2X reseptorleri

Cahisma |P2X Tiir Yontem Kalpte bulundugu
reseptorii bolge
alt tipi
(Vulchano |P2X1 Sican Immiinofloresan Kardiyak myositler
va ve ark., interkale disklerde
1996)
(Bogdano |P2X1, Insan fetiis |PCR Fetal kalp
vveark.,, |P2X3ve
1998) P2X4
(Norive |P2X1, Sican PCR P2X1,P2X2,P2XA4:
ark., P2X2 ve atriyum dokusunda
1998) P2X4 P2X4: ventrikiil
dokusunda
(Sotove |P2X4 Sican Northern blot ve PCR |Kalp dokusu
ark.,
1996)
(Hu ve P2X4 Tavuk Northern blot Kalp dokusu
ark., embriyo
2002)
(Bo ve P2X4 Sigan Immiinhistokimya Miyokardium
ark., interkale disk
2003)
(Garcia- |P2X5 Sican PCR Kalp dokusu
Guzman
ve ark.,
1996)
(Musave |P2X1, Insan PCR P2X4, 7: Sag
ark., P2X4 ve atriyum, sinoatriyal
2009) P2X7 digiim
P2X1: sinoatriyal
digiim
P2X4, Sican PCR ve in situ P2X4,5: Sag atriyum,
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P2X5, hibridizasyon sinoatriyal diigtim,
P2X7 sol ventrikiil

P2X7: Sag atriyum,
sinoatriyal digiim

(Le ve P2X4, Fare PCR ve Western blot | Atriyal miyosit
ark., P2X5 ve atriyal
2020) P2X7 hiicre hatt1

(HL-1)

Sican PCR ve Western blot | Atriyal (P2X4 ve

P2X7 sag atriyal
miyositlerde sola
gore daha fazla) ve
ventrikiiler miyosit

(Pfleger |P2X7 Fare PCR, western blot, Atriyum dokusu
ve ark., immiunofloresan
2012) Fare Western blot Atriyal miyosit
atriyal
hiicre hatt1
(HL-1)
(Barth ve |P2X7 Fare Western Blot, Atriyum dokusu
ark., immiinohistokimya
2010)

Insan kalbinde, P2X4 reseptérii ile beraber P2X7 reseptoriiniin mRNA'sinin
sag atriyumda ve sinoatriyal diiglimde P2X reseptorleri arasinda en yiiksek oldugu
bulunmustur (Musa ve ark., 2009). Ayni arastirmada miyokardiyal enfarktiis (MI) ile
indiiklenen kalp yetmezligi olusturulmus sicanlarda, sag atriyum ve sinoatriyal
diigimde P2X4 reseptor mRNA' s arttigi gosterilmistir (Musa ve ark., 2009).
P2X1 reseptorii mRNA’smin az miktarda insan sinoatriyal diiglimiinde ifade edildigi
gosterilmis, ancak insan sag atriyumunda ifadesi bulunmamistir (Musa ve ark.,
2009). Ek olarak, P2X2, P2X3 ve P2Y11 reseptorii igin mRNA, insan sag atriyum
dokusunda ve sinoatriyal diigiimde tespit edilmemistir (Musa ve ark., 2009).
Sicanlardan izole edilmis atriyal ve ventrikiiler miyositlerde ve fare atriyal hiicre
hatt1 olan HL-1'de P2X4, P2X5 ve P2X7 reseptor mRNA ve proteinleri tespit
edilmistir (Le ve ark., 2020). Ayrica, si¢an sag atriyal miyositlerinde sola gore P2X4
ve P2X7 reseptor protein seviyesi daha fazla oldugu bildirilmistir (Le ve ark., 2020).

Aragtirmacilar sigan atriyal miyositlerden ve HL-1 hiicrelerinden makaslama gerilimi
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(shear stress) altinda ATP salindigini, bu salimin connexin 43 (Cx43) araciligiyla
oldugunu ve atriyal hiicrelerdeki P2X4 reseptorlerinin aktivasyonuyla gerceklesen
katyon girisiyle atriyal miyositlerin bu sekilde otokrin bir sinyal sistemiyle de
aksiyon potansiyeli olusturabildigi iddia edilmistir (Le ve ark., 2020). Aym
caligmada HL-1 hiicrelerinde sigan atriyal ve ventrikiiler miyositlerine gore ¢ok daha
yiikksek P2X7 mRNA ve protein seviyesi Olglilmistir (Le ve ark., 2020). Fare
kalplerinden alinan kesitlerde yapilan bir ¢alismada immiinohistokimya yontemiyle
damar endotelinde ve atriyal kardiyomiyositlerinde P2X7 reseptorii oldugunu
ventrikiiler kardiyomiyositlerinde ise bulunmadigini ancak RNA ve protein
Olciimlerinde ise hem atriyum hem de ventikiil doku homojenatlarinda P2X7
reseptorii varligini saptadiklari belirtilmistir (Barth ve ark., 2010). Daha sonra ayni
grup fare atriyum dokusunda immiinofloresan, western blot ve PCR ve HL-1
hiicrelerinde de western blot yontemleriyle P2X7 reseptorleri tespit ettiklerini
bildirmislerdir (Pfleger ve ark., 2012). Bu grubun yaptigi bu iki ¢alisma, daha dnce
doku homojenatlariyla yapilmis piirinerjik reseptor protein ve RNA Ol¢limlerindeki
celigkili sonuglarin nedenlerinden birini ortaya koymustur. Kalp dokusu,
kardiyomiyosit haricinde makrofaj, fibroblast ve endotel gibi hiicreleri de
barindirdig1 i¢in doku homojenatlariyla yapilan calismalardaki sonuglari sadece
kardiyomiyositlere atfetmeyi ve dolayisiyla piirinerjik reseptorlerin hiicre spesifik

olarak varligini ortaya koymay1 ve fonksiyonunu anlamayi giiclestirmektedir.

Embriyonik ¢alismalarda ATP’nin kardiyak gelisim programin1 modiile ettigi
ve fare embriyonik kdok hiicrelerine ATP uygulamasiyla kardiyak hiicre sayisinda
artis oldugu gosterilmistir (Mazrouei ve ark., 2015). Ayni ¢alismada bu hiicrelerin
ATP-tetiklemeli farklilagsmasi boyunca P2X7°nin yaninda P2X1, P2X4, P2X6, P2Y1,
P2Y2, P2Y4 ve P2Y6 reseptorlerini ifade ettigi gosterilmistir (Mazrouei ve ark.,
2015). Sican embriyonik kardiyomiyositlerinde yapilan bir ¢alismada da P2X7
reseptor ifadesinin 18. embriyonik giinden itibaren basladigi bulunmustur (Cheung

ve ark., 2015).
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1.4. ATP’nin Kardiyak Kasilabilirlizi Uzerine Etkileri ve P2

Reseptorleri

Kalpte, hiicre dist ATP’nin hem negatif hem de pozitif inotropik etkileri
vardir (Cizelge 1.3). Hiicre dist ATP, kardiyak kontraksiyonu iki sekilde de
etkileyebilir ve etkileri farkli tiirler arasinda degisiklik gosterir. Fare ve insan
atriyumunda UTP kaynakli pozitif inotropik etki gézlenmis ve bu etkiye P2Y2 veya
P2Y4 reseptorlerinin aracilik ettigi ileri siiriilmiistiir (Gergs ve ark., 2014). Sican ve
insan atriyumunda yapilmis iki ¢alismada, ATP once kisa siireli negatif inotropik
ardindan uygulama boyunca pozitif inotropik etki gostermistir (Froldi ve ark., 1994;
Gergs ve ark., 2008). Insan sag atriyumundaki calismada, ATP'nin pozitif inotropik
etkisine P2X4 benzeri reseptorler aracilik ettigi one siiriilmiistiir ¢iinkii spesifik
olmayan P2 reseptdr antagonisti suramin ve PPADS veya PLC blokorii ve adenilat
siklaz inhibitorii tarafindan bloke edilmemistir (Gergs ve ark., 2008). Bu ¢alismadaki
arastirmacilarin “P2X4 benzeri reseptorler” ¢ikarimini destekleyen, spesifik olmayan
P2 reseptdr antagonisti suramin ve PPADS (ICsq degeri P2X1, P2X2, P2X3 ve P2X5
icin ~1-10 uM; P2X4 ve P2X7 i¢in ~500 uM (Jarvis ve Khakh, 2009)) ve PLC ve
adenilat siklaz inhibitorii verileri yazarlarin ifade ettigi gibi sadece P2X4
reseptoriiniin - varligim1  degil, ayn1 zamanda P2X7 reseptoriiniin varligmi da
destekleyebilir. Ayni ¢alismada dikkat edilmesi gereken diger 6nemli veri de

dakikalar stiren ATP uygulamasi boyunca yanitin desensitize olmadan devam

etmesidir. Aslinda bu yanit Kkarakteristigi daha c¢ok P2X7 reseptoriinii

diisiindiirmektedir.

Cizelge 1.3: ATP ve tiirevlerinin kalpteki inotropik etkileri

Calisma |Reseptor |Tiir Agonist Etki Kalpte
bulundugu
bolge

(Gergs ve |P2X4 Insan  |ATP Bifazik (Negatif- |Sag Atriyum

ark., Pozitif)

2008)

(Froldi ve |P2Y Insan, |UTP Pozitif Atriyum

ark., Sican,
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1994;
Gergs ve
ark.,
2008;
Gergs ve
ark.,
2014)

Fare

(Froldi ve
ark.,
1994)

P2X

Sican

2-MeS-ATP

Negatif

Atriyum

Fare

2-MeS-ATP

Pozitif

Atriyum

(Scamps

P2X4

Sigan

ATP

Pozitif

Ventrikil

ve

Vassort,
1990)

(Hu ve P2X4 Fare
ark.,
2001)
(Yangve |P2X4 Fare 2-MeS-ATP |Pozitif
ark., ivermektin
2014)

2-MeS-ATP |Pozitif Ventrikiil

Ventrikil

1.5.  ATP’nin Kalp Atim Hiz1 Uzerine Etkileri ve P2 Reseptorleri

Klinikte ATP’nin supraventrikiiler aritmileri tedavi etmek icin kullanildig: ve
bu etkiden serumda ATP' den bozulan adenozinin sorumlu olabilecegi bildirilmistir
(Saito ve ark., 1986). Kurbaga atriyumunda, P1 agonisti adenozininin, ATP'nin
negatif kronotropik etkisini taklit ettigi gosterilmistir (Burnstock ve Meghji, 1981).
Tavsan sinoatriyal diigiim hiicrelerinde yapilmis bir ¢alismada adenozinin, asetilkolin
ile aktive olan K" kanallarmi (KACh) aktive ettigi gosterilmistir (Belardinelli ve ark.,
1988). Kurbaga pacemaker hiicrelerinde, ATP (100 uM) uygulamasmin bifazik
etkiler olusturdugu oncelikle gecici olarak atim hizini ve Ca?* tranzient genligini
artirdigin1 ve bunun sonrasinda atim hizinda azalmanin oldugunu gosterilmistir (Ju
ve ark., 2003). Ayrica, bu etkinin P2Y'1 reseptorleri araciligiyla modiile edildigi iddia

edilmistir (Ju ve ark., 2003). Sicandan alinan sinoatriyal diigiim igeren atriyal seritte,
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ATP; kalp atim hizim1 azaltmistir (Braganca ve ark., 2019). Bu c¢alismada ATP
tarafindan indiiklenen negatif kronotropinin, P2X4 reseptorlerinin aktivasyonuna
bagli oldugu ileri siirilmistiir (Braganca ve ark., 2019). ATP’nin neden oldugu
negatif kronotropik ve pozitif inotropik etkinin, P2X4 reseptoriiniin aktivasyonu ile
olusan Na® girisinin Na*-Ca®" degis-tokusgusunun (NCX) inhibisyonuna veya ters
moda donmesine yol agarak ortaya ¢iktig1 one stiriilmiistiir (Braganca ve ark., 2019).
Ayrica P2X reseptor aktivasyonu Na* ve Ca®* akisina neden olarak kardiyomiyosit
kasilmasini uyarabilir. ATP, Ca homeostazi ve membran potansiyel degisikliklerine
neden olarak kalp aritmileri ve atriyoventrikuler bloklara yol agabilir (Guerra
Martinez, 2019). Membrandan yiiksek miktarda katyon gegisine neden olabilen
kalpte hali hazirda bulunan veya ortaya ¢ikacak diger piirinerjik reseptorler de benzer

sekilde kronotropik etkiler olusturabilir.

1.6.  Projenin Onemi ve Amaci

ATP’nin kalp tizerindeki etkileri uzun zamandir bilinmektedir. Bu etkilere
bircok P2 reseptoriiniin aracilik ettigi yukaridaki aciklamalardan da anlasilacaktir.
Ancak P2X7 reseptorlerinin fonksiyonel olarak memeli kardiyak hiicrelerinde var
olup olmadigi netlesmemis bir konudur. Bu P2X reseptor alt tipinin memeli atriyal
kardiyak hiicrelerinde var olabilecegini gosteren mRNA ve protein 6lgiimlerinden
yukarida bahsedilmistir. Ancak mRNA o6lclimleri P2X7 reseptorlerinin endotel
hiicrelerinde ve kan hiicrelerinin bir kisminda da eksprese edilmesi nedeni ile
yaniltici pozitif sonug verebilirler. P2X7 reseptoriine spesifik antikorlarla yapilan
western blot ve immiinohistokimya caligmalarinda da bazi artefaklarin yaniltici
pozitif sonuclara yol agtigt da ¢ok iyi bilinmektedir. Bu nedenle caligmamizda
western blot ve immiinohistokimya yontemleri ile kardiyak hiicrelerde gosterilen
proteinin fonksiyonel bir P2X7 reseptoriine isaret edip etmedigini arastirdik. Fare
atriyum kokenli ve pek ¢ok agidan kardiyak hiicre 6zelliklerini iyi korumus bir hiicre
serisi olan HL-1 hiicrelerini deneysel kolayligi nedeni ile kullandik ve bu hiicrelerde
daha onceden antikor temelli yontemlerle tespit edilen proteinin bir fonksiyonel

P2X7 reseptorii olup olmadigini inceledik. Daha sonra sigan ve fare ventrikiil ve
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atriumlarindan enzimatik olarak izole edilen kardiyak hiicrelerde de bu reseptoriin

varligini arastirdik.

Bu ¢alisma ile memeli atriyal hiicrelerinde fonksiyonel P2X7 reseptorlerinin
varliginin gosterilmesi, bu reseptoriin insan kardiyomiyositlerinde de var oldugu
iddialari da g6z Oniine alindiginda, hem kardiyak fizyolojide rol alan yeni bir tip
reseptoriin, hem de potansiyel bir ilag hedefinin tanimlanmasinda rol

oynayabilecektir.
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2.  GEREC ve YONTEM

2.1. Hiicre Kiiltira

Calismada fare atriyumu kokenli olan HL-1 hiicre hattt kullanilmstir.
Hiicreler, HL-1 igin onayli %10 fetal dana serumu (FBS) (Gibco), 0,1 mM
norepinefrin, 2 mM L-Glutamin ve penisilin ve streptomisin iceren Claycomb hiicre
soliisyonu icinde kiiltiir flasklarinda ve 37°C sicaklikta ve %5 CO, bulunduran
inkiibatorde biiylitiilmiistiir. Hiicreler ekilmeden dnce flask veya petri tabani en az 1
saat boyunca %0,02 jelatin ve 5 pg/ml fibronektin igeren soliisyonla kaplanmuistir.
Daha sonra bu soliisyon ¢ekilerek uygun miktarda Claycomb hiicre soliiyonu
(Sigma) doldurularak hiicreler ekilmistir. Hiicreler %90-100 yogunluga eristiklerinde
Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu ile kaldirilarak 300g de 2-3 dk santrifiijlendikten
ve slipernatant atildiktan sonra hiicre pelleti Claycomb hiicre soliiyonu ile ¢oziilmiis
ve Onceden hazirlanmig flasklara (innovatech) 1:3 oraninda ekilmistir. Deney icin
kullanilan hiicreler, planlanan deney giliniinden 3-4 giin 6nce kirik veya tam yuvarlak

cam lamellere ekilmistir.

2.2.  Kardiyomiyositlerin Izolasyonu

Calismamizda 30 adet Wistar albino erkek sican ve 30 adet BALB/c erkek
fare kullamilmistir. Deney hayvanlar1 Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Uretim Merkezi’nden temin edilmis ve deney giiniine kadar su ve yem
kisitlamasi olmaksizin 21+2°C oda sicakhiginda Ankara Universitesi Biyofizik
Anabilim Dali Deney Hayvam Bakim Unitesinde barmdirilmistir. Ankara
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 22/07/2020 tarihli ve
2020-13-120 sayili karar numarasi numarasi ile almman onay belgesi EK-1’de
verilmistir. Yaklasik 6 aylik erkek sigan veya fareler sodyum pentobartiyal (80
mg/kg, ip) kullanilarak anestezi altina alindiktan sonra gogiis kafesi acilmis ve kalp

hizlica ¢ikarilmistir. Kalp, harici dokulardan temizlendikten sonra Langenndorf

17



perflizyon sistemine aorttan baglanarak retrograd perfiizyon baslatilmistir. 2-3 dk
boyunca Once enzim igermeyen ve % 100 O, ile gazlandirilan, kalsiyumsuz
perflizyon ¢ozeltisi ile yikanarak kandan temizlendikten sonra dokuyu pargalamak
amaciyla kullanilan enzimleri igeren ¢ozeltiye gecilmis ve 25-30 dk boyunca bu
cozelti ile perfiize edilmistir. Bu siirecin sonunda atriyum ve ventrikiil birbirinden
kesilerek ayrildiktan sonra dokular makas yardimiyla kiigiik parcalara boliinmiis,
sonra mekanik olarak ¢alkalanarak hiicrelerin serbestlesmesi saglanmistir. Hiicreler
filtreden gecirildikten sonra sirasiyla 0, 0,3 ve 0,5 mM Ca* iceren ¢ozeltiler icine
aktarilarak hiicrelerin kalsiyuma adaptasyonu saglanmistir. Fare ve sican igin
kullanilan ¢ozeltilerin bilesimi Cizelge 2.1° de ayrintili olarak verilmistir. Fareden

atriyal miyosit izolasyon asamalar1 Sekil 2.1° de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Sigan ve fare kardiyomiyosit izolasyonu igerikleri

Kullanilan Sican (mM) (pH: 7,2) Fare (mM) (pH: 7,4)

kimyasal madde

NacCl 117 117

KCI 5,7 5,4

MgCl, 3,6 3,6

KH,PO, 1,5 -

NaHCO; 4.4 -

HEPES 20 10

Taurin 20 -

Glikoz 10 10

Enzim Collagenase Type 2 (1,2 Liberase Research Grade
mg/ml) (Worthington) (0,0222 mg/ml) (Roche)
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Sekil 2.1. Fareden atriyal miyosit izolasyon agamalari.

2.3.  Floresan Boya Girisi Olciimii

Membrandan  biiyilk molekiil agirhgindaki  molekiillerin  gegisini
goriintiileyebilmek i¢in normal kosullarda hiicre zarindan gegemeyen ancak agonist
uygulamasiyla hiicre gecirgenligi arttiginda hiicre igine girip DNA’ya baglanan ve bu
sekilde floresan 6zellik kazanan pozitif yiiklii YO-PRO-1 boyasi kullanilmistir. Kayit
sirasinda igerigi 150 mM NaCl, 5 mM KCI ve 10 mM HEPES, 10 mM glikoz, 5 uM
YO-PRO-1, pH 7.4 olan banyo c¢ozeltisi kullanilmistir. YO-PRO-1 6l¢iimlerinde
uyarilma i¢in 488 nm lazer kullanilmis ve 500 nm iistii emisyon toplanmistir. Farkl
konsantrasyonlarda agonist uygulanarak reseptor aktivasyonuna bagli olarak hiicre
icine girisi incelenen YO-PRO-1 boyasi konfokal mikroskopla (Leica TCS-SP5)

goriintiilenmis ve 6l¢iilmiistiir.
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2.4.  ATP-duyarh Katyon Akimlarinin Kaydedilmesi

Calismada ATP-duyarli katyon akimlari, yama-kenetleme tekniginin voltaj-
kenetleme modunda ve tiim hiicre konfigiirasyonunda Sl¢iilmiistiir. Kullanilan voltaj
protokolleri metin icinde belirtilmistir. Farkli konsantrasyonlarda antagonist ve
agonist cok kanalli bir mikro perfiizyon sistemi yoluyla uygulanarak membran
akimlarindaki degisim kaydedilmistir. Kayitlarda, direnci 2,1-2,6 MQ olan
elektrotlar kullanilmistir. Olgiimlerde kullamilan hiicre i¢i ve hiicre disi ¢ozelti
igerikleri Cizelge 2.2° de verilmistir. Akimlar AXON marka Axopatch 200B model
patch-clamp amfisi kullanilarak kaydedilmistir. Deneyler oda scakliginda yapilmustir.
Olgiilen akim degerleri hiicre si§asma oranlanarak akim yogunlugu (pA/pF)

cinsinden verilmistir.

Cizelge 2.2. Akim kayitlarinda kullanilan ¢6zelti icerikleri

Hiicre disi ¢cozelti (pH: 7,4)

Cozelti Ismi | NaCl KCI HEPES CaCl, Glikoz
(mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
K(+)Ca(+) 150 5 10 1,8 10
K(-)Ca(-) 150 5 10 - 10
K(-)Ca(+) 155 - 10 1,8 10
K(-)Ca(-) 155 - 10 - 10

Hiicre i¢i ¢ozelti (pH: 7,2)

Cozelti Ismi | NaCl KCI HEPES EGTA MgATP
(mM) (mM) (mM) (mM) (mM)

K(+)Pipet - 130 25 5 3

K(-)Pipet 130 - 25 5 3
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2.5. Kaullanilan Agonist ve Antagonistler

P2X7 antagonisti  A-740003  (N-(1-[(Cyanoimino)(5-quinolinylamino)
methyl]lamino}-2,2-dimethylpropyl) -2-(3,4-dimethoxyphenyl)acetamide; Alamone
Labs), P2X7 antagonisti A-804598 (N-Cyano-N"-[(1S)-1-phenylethyl]-N’'-5-
quinolinyl-guanidine; Alamone Labs), ATP (Sigma), BzATP (2'(3")-O-(4-

Benzoylbenzoyl)adenosine 5'-triphosphate triethylammonium salt; Sigma).
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3. BULGULAR

3.1.  lizole Sican Atriyum ve Ventrikiil Hiicrelerine ATP Etkisi

Literatiir bilgisi ve yapilan 6n deneyler kardiyomiyositlerde P2X7 reseptorii
olabilecegini diisiindiirdiigli i¢in eriskin siganlardan izole edilmis kardiyomiyositlere
reseptoriin agonisti olan ATP ile deneylere baslandi. P2X7 reseptoriinde diger
plrinerjik reseptorlerden farkli olarak ATP i¢in ECsy degeri birkac yiiz mikromolar
civarinda oldugu ve yaniti1 net gorebilmek i¢in ATP Oncelikle milimolar diizeyinde
kullanildi. Ayrica divalan katyonlarin 6zellikle P2X7 reseptor yanitini bloke ettigi
bilindigi i¢in kayitlar Mg2+ ve Ca** icermeyen ¢ozeltiler iginde alindi. Sigan ventrikiil
hiicrelerine hiicre dis1 ATP uygulamasi ile alinmis akim kayit 6rnegi Sekil 3.1° de

verilmistir.

1ImMM  3mM
K(+)Ca(+) K(+)Ca () ATP ATP

I_I: 1 L1 1 :

0=

-200+

Akim (pA)
A
o
g

-600+

Cr,=300pF
800 Hp: -70mv

0 50 100 150 200
Zaman (s)

Sekil 3.1. -70 mV’ a kenetlenmis sican ventrikiil hiicrelerinde ATP etkisini gosteren
ornek kayit. Hiicrelere K(+)Ca(-) hiicre dis1 ¢ozelti varliginda 1 mM ve 3 mM ATP
uygulanmustir. Hiicre i¢i ¢zelti olarak K(+)Pipet kullaniimistir.
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Sekil 3.1° de kayit Ca®" iceren ¢ozelti varliginda baslamaktadir. Daha sonra
agonist uygulamasi oncesi ca® igermeyen c¢ozeltiye gecince negatif yonde bir siire
artan ancak sonra sabitlenen bir akim gozlendi. Once bu etkinin “seal” kaybi
olabilecegini diislindiik ancak daha sonra sadece “seal” kaybindan kaynaklanmadig:
ortaya ¢ikti. Bu nedenle daha sonra bu etki goz oniine alinarak kayit baslamadan
once divalan icermeyen ortama gegilerek stabilize olmasi beklendikten sonra kayitlar
alind1 ve etki degerlendirmesi yapildi. Sigan atriyum hiicrelerine hiicre dist ATP

uygulamasi ile alinmig akim kayit 6rnegi Sekil 3.2” de verilmistir.

10pM 1mM 3mM
ATP ATP ATP
T s B s — K(*)Ca(),
-1100+ ' !
-1200+4
‘5_5-1300-
£
= -1400-
<
1500+
C,,=152pF
-1600= Hp: -70mv
0 50 100 150

Zaman (s)

Sekil 3.2. -70 mV’ a kenetlenmis sican atriyum hiicrelerinde ATP etkisini gosteren
ornek kayit. Hiicrelere K(+)Ca(-) hiicre dis1 ¢ozelti varliginda 10 uM, 1 mM ve 3
mM ATP uygulanmistir. Hiicre i¢i ¢6zelti olarak K(+)Pipet kullanilmistir.

Sican atriyum ve ventrikiil hiicrelerine sabit -70 mV tutma potansiyelinde
(HP) farkli konsantrasyonlarda ATP uygulanarak elde edilmis doz-yanit iligkisi Sekil

3.3’ de verilmistir.
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Sekil 3.3. -70 mV’ a kenetlenmis sigan atriyum ve ventrikiil hiicrelerinde ATP
uygulanarak elde edilmis doz-yanit iligkisi. Hiicrelere K(+)Ca(-) hiicre dis1 ¢ozelti
varliginda 10 ve 100 uM, 1 ve 3 mM ATP uygulanmistir. Hiicre ici ¢ozelti olarak
K(+)Pipet kullanilmistir. Degerler hiicre sigasina oranlanarak akim yogunlugu
(pA/pF) cinsinden ve ortalama + SEM seklinde verilmistir. n=3-8 hiicre.

Atriyum ve ventrikiil hiicrelerinde ATP uygulamasiyla elde edilen doz-yanit
iliskisi (Sekil 3.3), ECso degerinin 100 pM’1n ilizerinde olacagina ve P2X7 reseptorii
icin tamimlanmig aralikta olacagina isaret etmektedir. Ancak ca® icermeyen
cozeltiye gegince ortaya c¢ikan etki tam olarak ayni olmasa da ATP uygulamasiyla
olusan etkiye benzerlik gostermektedir. ATP’nin divalan baglayabilen bir molekiil
olmasi yapilan Olglimlerde c¢elasyon etkisinin gozardi edilemeyecegini
diigiindiirmektedir. Bu nedenle akim yanitlarinin olusmasinda olas1 bir g¢elasyon
etkisini aragtirmak i¢in EGTA ve ATP etkisini karsilastirmali inceledik. Sekil 3.4’ de
sigan ventrikiil hiicrelerini -70 mV potansiyeline kenetleyip 300 uM ve 1 mM EGTA
ve 1 mM ATP uygulanarak elde edilmis 6rnek akim kaydi verilmistir.
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Sekil 3.4. -70 mV’ a kenetlenmis sigan ventrikiil hiicrelerinde EGTA ve ATP etkisini
gosteren ornek kayit. Hiicrelere K(+)Ca(-) hiicre dis1 ¢ozelti varliginda 300 uM ve 1
mM EGTA ve 1 mM ATP uygulanmistir. Hiicre igi ¢ozelti olarak K(+)Pipet
kullanilmastir.

Sigan ventrikiil hiicrelerinde, -70 mV kenet potansiyelinde EGTA, hiicreler
arasinda farkliliklar olsa da, ATP’ye benzer ve ATP kadar akimlar olustumustur
(Sekil 3.4). EGTA ve ATP’ nin olusturdugu akimlarin potansiyel-akim iligkisini
gormek i¢i kayitlar alindi. Sekil 3.5 de sican ventrikiil hiicrelerinden alinan bir kayit

ornegi goriilmektedir.
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Sekil 3.5. Sican ventrikiil hiicrelerine EGTA ve ATP etkisini gosteren 6rnek kayzitlar.
Hiicrelere K(+)Ca(-) hiicre dis1 ¢ozelti varliginda 300 uM EGTA (C), 1 mM EGTA
(D) ve 1 mM ATP (E) uygulanmistir. Hiicre i¢i ¢ozelti olarak K(+)Pipet
kullanilmistir. Kayit protokolii sekil igindeki bolimde boliimde gosterilmistir.
Akimin sifir noktasi her kayit tizerinde mavi renkli kesikli ¢izgiyle isaretlenmistir.

26



300 uM ve 1 mM EGTA’nin neredeyse 8 nA biiyiikliigiinde ve belirgin
inaktivasyon gostermeyen, ancak voltaj bagimli bir akima neden oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.5). Ortaya ¢ikan akimi daha izole hale getirmek i¢in sican
ventrikiil hiicrelerinde K* icermeyen hiicre icinde K(-)Pipet ve disinda K(-)Ca(-)
cozeltileri varliginda EGTA ve ATP akim kayitlar1 alind1 (Sekil 3.6).

K(-)Ca(-) : K(-)Pipet

K(-)Ca(+)

NN NN T

+70 mV 15() ms

{410 mV

00 my —— —

Cm=300pF

K(-)Ca(-)

= EGTA1mM

ATP 10pM

Sekil 3.6. Sican ventrikiil hiicrelerine EGTA ve ATP etkisini gosteren 6rnek kayitlar.
Hiicrelere K(-)Ca(-) hiicre dis1 ¢ozelti varliginda 1 mM EGTA (C) ve 10 uM ATP
(D) uygulanmustir. Hiicre i¢i ¢ozelti olarak K(-)Pipet kullanilmistir. Kayit protokolii
sekil igindeki boliimde boliimde gosterilmistir. Akimin sifir noktasi her kayit
iizerinde mavi renkli kesikli cizgiyle isaretlenmistir.
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Sican ventrikiil hiicrelerinde hem EGTA hem de diisiik konsantrasyondaki
(10 uM) ATP benzer sekilde etki gostermis ve ¢ok yavas inaktivasyon gosteren
biliyilk akimlar ortaya g¢ikarmislardir. Ortaya ¢ikan akimlarin akim-voltaj (I-V)
karakteristigi Sekil 3.7° de gosterilmistir.

A
i+?0mv 150 ms
§+lﬂmv
5—9;0mV7
-80 -60 -40 8|0
- K(-)Ca(+) MV
K(-)Ca(-)
1mM EGTA
10uM ATP
1mM ATP
B - K(-)Ca(+) —+ 1mMEGTA
T - = K(-)Ca(-) -+ 10uMATP
< -~ 1mM ATP
o
3 -204
Y
-40-
-60- mV

-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80

Sekil 3.7. Sican ventrikiil hiicrelerine EGTA veya ATP uygulanarak alinmis
kayitlarin akim-voltaj (I-V) karakteristigi. 150 ms’lik voltaj pulsunun sonundaki
degerler Iss (A), kenetleme pulsundan sabit tutma potansiyeline (HP) doniiste olusan
kuyruk akiminda kapasitif akim bittigi noktadaki degerler Iy, (B) panellerinde
verilmistir. Hiicrelere K(-)Ca(-) hiicre dis1 ¢ozelti varliginda 1 mM EGTA, 10 uM ve
1 mM ATP uygulanmistir. Hiicre i¢i ¢ozelti olarak K(-)Pipet kullanilmistir. Kayit
protokolii sekil i¢inde kesikli ¢izgili bolimde gosterilmistir. Biitiin degerler hiicre
sigasina oranlanarak akim yogunlugu (pA/pF) cinsinden verilmistir. n=3-5 hiicre.
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Sican ventrikiil hiicrelerine EGTA varliginda ATP uygulanarak ATP etkisi
izole edilmeye ¢alisildi (Sekil 3.8).

K(-)Ca(-) : K(-)Pipet
— ____i = 1 KQECa()

i EGTA 100pM

— EGTA100pM
1 +ATP50uM

EGTA 100pM

-

EGTA 100puM
+ ATP 50pM

10 nA| §+10mV ,,,,,,,,,,,,,

50 ms 90 my—

Sekil 3.8. Sican ventrikiil hiicrelerine EGTA varliginda ATP etkisini gosteren drnek
kayitlar. Hiicrelere K(-)Ca(-) hiicre dis1 ¢ozelti varliginda 100 uM EGTA (B) ve 100
uM EGTA varliginda 50 uM ATP (C) uygulanmistir. “EGTA 100uM + ATP 50uM”
kaydindaki erisim direnci (Access resistance, Ra) en iyi durumuna getirilip tekrar
kayit alindiktan sonra “EGTA 100uM” ile kiyaslanmas: ile g¢elasyon etkisinden
ayirilmig ATP yanitinin 6rnegi verilmistir (D). Hiicre igi ¢ozelti olarak K(-)Pipet
kullanilmigtir. Kayit protokolii sekil icindeki boliimde boliimde gosterilmistir.
Akimin sifir noktasi her kayit tizerinde mavi renkli kesikli ¢izgiyle isaretlenmistir.
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Kayit sirasinda erisim direncindeki (Access resistance, Ra) artis Sekil
3.7.C’deki gibi kuyruk akimlarinda deaktivasyonun c¢ok yavaslamis gibi
goriinmesine neden olmaktadir. Ancak ayni kayit erisim direnci en diisiik seviyeye
getirilip alindiginda ve yine erisim direnci benzer derecede diisiikk olan “EGTA
100uM” ile kiyaslandiginda Sekil 3.7.C’ deki kadar dramatik olmasa da ATP
uygulamasinin kuyruk akimlarinda deaktivasyonda belirgin bir yavaslamaya neden
oldugu goriilmektedir (Sekil 3.7.D). 50 uM ATP akimlarin genligi iizerinde biiyiik
bir etki olusturmamis sadece kuyruk akimlarindaki deaktivasyonu yavaslatmistir.
Sekil 3.6, 3.7 ve 3.8’ de goriildigi tlizere 10 ve 50 puM gibi diisik ATP
konsanstrasyonlarinda da ortaya c¢ikabilen ve Ozellikle akimlarin deaktivasyonu
iizerinde ortaya ¢ikan bu etkilerin P2X7 aracili olmadigi, daha ¢cok P2Y aracili

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Ozetle sican ventrikiil hiicrelerinde Ca** icermeyen banyo c¢ozeltilerinde ATP
uygulamasi -60 mV da neredeyse tamamen aktive olan, voltaj bagiml bir katyon
akimi olusturmaktadir. Bu etki EGTA uygulamasi ile tam olarak taklit
edilebilmektedir. Dolayis1 ile ATP nin bu etkisinin divalan katyon, ézellikle de Ca?*

celasyonu 6zelligine bagl fiziko-kimyasal bir etki olabilecegini diistindiik.

3.2. HL-1 Hiicrelerine ATP Etkisi

Daha oOnceki c¢alismalarda fare atriyal miyositleriyle birlikte fare atriyal
miyositlerinden tiiretilmis hiicre hatt1 olan HL-1 hiicrelerinde de P2X7 reseptdriiniin
varlig1 protein Ol¢limlerine dayanarak iddia edilmistir. P2X7 reseptorii P2X2 ve
P2X4 reseptorii gibi aktiflestiginde Ca?*, Na'" ve K* gibi kiiciik katyonlarin yaninda
NMDG ve YO-PRO-1 DNA boyast gibi biiyiik molekiilleri de gecirebilmektedir.
YO-PRO-1 boyasi hiicre igine girip DNA’ya baglandiktan sonra floresans veren bir
boyadir. Bu reseptorlerin membrandaki varligini fonksiyonel olarak gdstermek igin
kullanilabilmektedir. HL-1 hiicrelerinde 1mM ATP uygulamas: konfokal
mikroskopta YO-PRO-1 boya girisi Olgiildii ve dakikalar i¢inde boya girisiyle
birlikte P2X7 aktivasyonuyla ortaya ¢ikan bleblenmeler gozlemlendi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. HL-1 hiicrelerinde ATP uygulamasiyla YO-PRO-1 boya girisini gosteren
ornek kayitlar. Hiicrelere K(+)Ca(-) hiicre dis1 ¢ozeltide 5 uM YO-PRO-1 varliginda
1 mM ATP uygulanmistir. Daire i¢cindeki alanda bleblenmis hiicreler goriilmektedir.

HL-1 hiicrelerinde ATP uygulamasiyla ortaya ¢ikan YO-PRO-1 boya girisi
ve floresans artis1 yanitinin analiziyle ilgili 6rnek sekil ve farkli konsantrasyonlarda

ATP uygulamasiyla ortaya ¢ikan yanit degerleri Sekil 3.10° da verilmistir.
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Sekil 3.10. HL-1 hiicrelerinde ATP uygulamasiyla YO-PRO-1 boya girigini ve
floresans sinyalininin zamana bagl degisimini gosteren ornek kayit (A) ve farkl
konsantrasyonlarda ATP uygulamasiyla olusan boya giris hizlar1 (ATP sonrasi
floresans artis egimi / ATP Oncesi floresans artig egimi orani olarak) verilmistir (B).
Zamana bagh floresans degisimi bir cevap veren (yesil ROI ve grafik), bir de cevap
vermeyen (turuncu ROI ve grafik) hiicrede gosterilmistir. ATP uygulama ani1 sekilde
kirmizi okla belirtilmistir. Hiicrelere K(+)Ca(-) hiicre dis1 ¢ozeltide 5 uM YO-PRO-1
varliginda sekilde belirtilen konsantrasyonlarda ATP uygulanmistir.
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YO-PRO-1 boyasi ile HL-1 hiicrelerinde yapilan deneyde ATP igin ECsp
degerinin 100 uM’ 1n tizerinde olacag1 goriilmektedir (Sekil 3.10.B).

Daha oOnce sigan ventrikiil hiicrelerinde divalan katyonlarin g¢elasyonunun
ATP ile benzer etkiler olusturabildigini goézlemlemis ve ATP’ nin etkisinin
muhtemelen reseptor aracili degil ATP’nin de olusturabilecegi divalan katyon
celasyonu etkisinden olabilecegini EGTA deneyleri ile gérmiistiik. Bu celasyon
etkisini ATP nin reseptor aracili etkisinden ayirt edebilmek icin ATP uygulamasin
HL-1 hiicrelerinde EGTA varliginda yaptik. HL-1 hiicrelerinde de EGTA’nin ve
EGTA varliginda uygulanan ATP ve BzZATP etkileri Sekil 3.11°de verilmistir.

A EGTA+ EGTA+ EGTA+
1mM ATP 1MMATP  100puM BzATP
1 | ] L} L] 1 1 | ]
1000+ ! K(-)Ca(-) gozeltisi |
__-1500+
<
R
€ -2000-
=
<
-2500+
Crn= 61pF
30004 HP:-80mV

0 100 200 300
Zaman (s)
B EGTA EGTA+ EGTA+ EGTA+ EGTA+ EGTA+
100pM ATP  100pM BzATP 1mM ATP 1mM ATP 100puM BzATP
L M I 1 f 1 f 1 I 1 | s I
0 ' K(-)Ca(-) cozeltisi |
< -200+
2
£
< -400-
Cy= 45pF
6004 HP:-80mV
0 100 200 300
Zaman (s)

Sekil 3.11. Devami diger sayfadadir.
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Sekil 3.11. -80 mV’ a kenetlenmis HL-1 hiicrelerinde EGTA varliginda agonist
yanitlari. Hiicrelere K(-)Ca(-) hiicre disi ¢ozeltisi iginde 500 uM EGTA, 500 uM
EGTA +100 uM; 500 uM; 1 mM ATP veya 500 uM EGTA + 30 pM; 100 uM
BzATP uygulanmistir. EGTA varliginda uygulanan ATP ve BzZATP i¢in kaydedilen
akim oOrnekleri (A) ve (B) de, ortalama degerler ise (C) ve (D) de gosterilmistir.
Hiicre i¢i ¢ozelti olarak K(-)Pipet kullanilmistir. Degerler hiicre sigasina oranlanarak
akim yogunlugu (pA/pF) cinsinden ve ortalama + SEM seklinde verilmistir. n=9-17
hiicre.

Tekrarlanan ve uzun siireli agonist uygulamalar: sonucunda P2X7 yanitinin
saniyeler hatta dakikalar icinde yavas yavas arttifi ve bir noktada da en yiiksek
degerine ulastiktan sonra sabit genlikte yanitlar olusturdugu bilinmektedir. P2X7
akimi igin tipik olan bu akim kinetigi Sekil 3.11.A” da HL-1 hiicreleri i¢in de agikga
goriilmektedir. EGTA uygulamasinin, yani ¢elasyonun, -80 mV’ a kenetlenen HL-1
hiicrelerinde si¢an ventrikiillerinden farkli olarak ¢ok kiiciik bir etki olusturmasi
agonist varhiginda alinan olgtimlerin fiziko-kimyasal bir ¢elasyon etkisinden ¢ok
reseptor aracili etkinin bir sonucu oldugunu diisiindiirmektedir. Akim karakteristigine
bakildiginda 30-40 saniyelik agonist uygulamalari boyunca akimlar desensitize
olmadan aktif kalmistir. Agonist doz-cevap egrilerine bakildiginda ise BzATP
duyarliligimin ATP duyarliligina gére daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil
3.11.Cve D).
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HL-1 hiicrelerinde EGTA ve EGTA varliginda agonist uygulamasinin
potansiyel bagimli akimlara olan etkilerini 6rnek akim kayitlar1 Sekil 3.12 ve akim-

voltaj karakteristigi egrileri Sekil 3.13’de verilmistir.

K(-)Ca(-) : K(-)Pipet

K(-)Ca(-)

Cm= 50pF

EGTA 500 pM

Sekil 3.12. HL-1 hiicrelerinde EGTA ve ATP etkisini gosteren Ornek kayitlar.
Hiicrelere K(-)Ca(-) hiicre dis1 ¢ozelti varliginda 500 uM EGTA (B) ve 1 mM ATP
(C) uygulanmistir. Hiicre i¢i ¢ozelti olarak K(-)Pipet kullanilmistir. Kayit protokolii
sekil igindeki boliimde boliimde gosterilmistir. Akimin sifir noktasi her kayit
iizerinde mavi renkli kesikli ¢izgiyle isaretlenmistir.
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Sekil 3.13. HL-1 hiicrelerinde EGTA ve ATP uygulanarak alinmis kayitlarin akim-
voltaj (I-V) karakteristigi. 150 ms’lik kenetleme pulsunun sonundaki degerler Igs
olarak verilmistir. Hiicrelere K(-)Ca(-) hiicre dis1 ¢6zelti icinde 500 uM EGTA ve 1
MM ATP uygulanmistir. Hiicre i¢i ¢ozelti olarak K(-)Pipet kullanilmistir. Kayit
protokolii sekil iginde kesikli ¢izgili boliimde gosterilmistir. Biitiin degerler hiicre
sigasina oranlanarak akim yogunlugu (pA/pF) cinsinden verilmistir. n=4-9 hiicre.

EGTA uygulamasi, yani divalan iyon c¢elasyonu, HL-1 hiicrelerinde
potansiyel bagimli aktivasyon gosteren bir akim olustururken ATP potansiyelden
bagimsiz agonistle aktiflesen bir akim ortaya ¢ikarmistir. EGTA uygulamasi, yani
celasyon HL-1 hiicrelerinde her iki voltaj protokoliinde de (sabit kenet
potansiyellerinde ve puls protokolii ile) alinan akimlarda da sigan
ventrikiillerindekinden hem daha kiigiik hem de kinetik olarak farkli (100 ms i¢inde
biiyiik oranda inaktive olan) bir etki olusturdugu goriilmektedir. Ayrica ATP’ nin tek
basina uygulandiginda voltaj bagimli bir akim olusturmadig1 da goriilmektedir. Bu
nedenle HL-1 hiicrelerinde agonist varliginda gézlenen akimlarin fiziko-kimyasal bir

celasyon etkisinden ¢ok reseptor aracili etkinin bir sonucu oldugu sdylenebilir.

HL-1 hiicrelerinde, P2X7 reseptorii i¢in olduk¢a secici oldugu bilinen

antagonistler ile kayitlar alind1 ve inhibisyon oranlar1 degerlendirildi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. HL-1 hiicrelerinde sabit -80 mV tutma potansiyelinde ATP ile olusan
yanitin tizerinde segici P2X7 antagonistlerinin etkisi. Antagonist A740003 (3 uM)
varliginda alinmis 6rnek kayit (A) ve inhibisyon orani akim degerleriyle birlikte (C)
ve antagonist A804598 (0,9 uM) varliginda alinmis 6rnek kayit (B) ve inhibisyon
orani akim degerleriyle birlikte (D) verilmistir. Hiicrelere K(-)Ca(-) hiicre dis1 ¢ozelti
icinde 400 puM ATP defalarca uygulanarak yanit maksimize edildikten sonra
antagonistler yaklasik 5 dk uygulanip ATP ve antagonistler birlikte uygulanarak
antagonist yanitlar1 elde edilmistir. Hiicre i¢i ¢ozelti olarak K(-)Pipet kullanilmistir.
Inhibisyon oran1 degerleri % olarak ve ortalama + SEM seklinde verilmistir. n=4-5
hiicre.

HL-1 hiicrelerinde her iki seg¢ici P2X7 antagonistinin (A740003 3 uM ve
A804598 0,9 uM) ardisik uygulamalarla maksimize edilmis 400 uM ATP yanitini
yaklasik %90 oraninda inhibe etmesi bu hiicrelerdeki ATP yanitinin P2X7 reseptor

aracili oldugunu kuvvetle diisiindiirmektedir.

3.3.  Fare Atriyum Hiicrelerinde ATP Etkisi

Geng ve yash fare kalplerinden izole edilmis atriyum hiicrelerinde ¢ok sayida
deney yapild1 ancak hiicre zar potansiyeli -80 mV’ a kenetli kardiyomiyositlerde
ATP uygulamasi ile olusan biri yanit gézlemlenemedi. Sekil 3.15” de fare atrium
hiicrelerine EGTA ve ATP uygulamasiyla alinmis 6rnek bir akim kaydi verilmistir.
Benzer sekilde farkli giinlerde 10’u geng 7’si yasli olmak tizere farkli hayvanlardan
izole edilmis olan toplam 17 hiicreden alinmig kayitlarin higbirinde ATP

uygulamalariyla olusan bir akim yanit1 gézlenmemistir.
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Sekil 3.15. Membran potansiyeli -80 mV’ a kenetlenmis fare atriyum hiicrelerinde
EGTA ve ATP uygulanarak alinmis ornek kayit. Hiicrelere K(+)Ca(-) hiicre disi

cozeltisi icinde 500 uM EGTA ve 1 mM ATP uygulanmistir. Hiicre i¢i ¢ozelti olarak
K(+)Pipet kullanilmistir.
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4. TARTISMA

ATP, hiicre i¢i enerji kaynagi olmasinin yani sira ndronal hiicreler, endotel
hiicreleri, kas hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tipinden salinan 6nemli bir hiicre disi
kimyasal haberci olarak kabul edilmektedir ve P2 purinerjik reseptorleri araciligiyla
pek cok farkli hiicrenin fonksiyonlarini diizenlemektedir (Burnstock, 2006). ATP,
sempatik sinirlerden noradrenalin ile birlikte ayn1 sinaptik vezikiillerde bulunur ve
noradrenalin ile mekanizmayr kullanarak bir ko-noérotransmitter olarak salinir
(Burnstock, 1972). Sinaptik noéronlara ek olarak (Burnstock, 1990), kardiyak
miyositler (Paddle ve Burnstock, 1974; Williams ve Forrester, 1983), endotel
hiicreleri (Bodin ve ark., 1991; Ralevic ve Burnstock, 1998), diiz kas hiicreleri
(Pearson ve Gordon, 1979), trombositler (Holmsen, 1985) ve diger hiicre tiirlerinin
cesitli uyarilara yanit olarak ATP' yi sitozolden hiicre dist bosluga saldigi da
gosterilmistir. Kalpteki koroner arterdeki ATP diizeyi elektriksel uyari, kardiyotonik
ajanlarin uygulanmasi (Darius ve ark., 1987; Vial ve ark., 1987), mekanik gerilme
(Uozumi ve ark., 1998), daha yiiksek kan akis1 (Vials ve Burnstock, 1996), yiiksek is
yikii (Doyle ve Forrester, 1985) ve hipoksi / iskemi (Kuzmin ve ark., 1998; Vial ve
ark., 1987) ile onemli Olgiide artar. Dolayisi ile hiicre dist ATP kalpte bir

norotransmitter/otakoid olarak gérev yapmaktadir.

Hiicre dist ATP etkileriyle kalp iizerinde inotropik ve kronotropik etkileri
gosteren hem birbirlerini destekleyen hem de birbiriyle ters diisen ¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur (Burnstock ve Meghji, 1983; Fleetwood ve Gordon, 1987; Hollander ve
Webb, 1957; Hopkins, 1973). ATP’nin kalp {izerindeki etkilerinin baz1 P2X ve P2Y
reseptorleri ile iliskili oldugu iddia eden galismalar mevcuttur (Froldi ve ark., 1994;
Hu ve ark., 2001; Gergs ve ark., 2008; Gergs ve ark., 2014; Scamps ve Vassort,
1990; Yang ve ark., 2014).

Hiicre disi ATPmin kalp kasinda ¢ok onemli bir sinyal molekiilii oldugu
distiniilmektedir. Kalpte P2X reseptorlerinin varligi ¢esitli calismalarla iddia edilmis

olmakla beraber P2X tipi reseptorlerin uyarilabilir bir hiicre tipi olan
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kardiyomiyositlerdeki varliklar1 ve rolleri pek de netlesmemis bir konudur. P2X7 alt
tipinin de kardiyomiyosit hiicrelerinde var oldugu ile ilgili dolayli gozlemler vardir.
Ancak P2X7 reseptoriiniin kalpte basta endotel ve kan hiicreleri olmak iizere bagka
tip hiicrelerde de eksprese olmasi ve ayrica P2X proteinini taniyan antikorlarin
yalanci pozitif bazi sonuglar verebildiginin iyi bilinmesi gibi nedenlerden dolay1 bu
proteinin kardiyomiyositlerde gercekten var olup olmadigi belli degildir. Ayrica
kardiyomiyositlerde bir P2X7 reseptoriiniin var oldugunu gosteren dogrudan
fonksiyonel bir gozlem de mevcut degildir. Piirinerjik reseptorlerden biri olan P2X7
reseptoriin - diger P2X reseptorlerinden olduk¢a farklt olan ozellikleri
diisiiniildiigiinde kalbin kasilmasinda, uyarilabilirliginde, morfolojisinde ve genel

olarak islevinde 6dnemli bir yeri olabilecegi anlasilacaktir.

Bu galismamizda sigan ventrikiil ve atriyum hiicrelerinde nominal olarak
Mg2+ ve Ca* gibi divalan katyon igermeyen bir hiicre dis1 c¢ozelti iginde ATP
uygulamasinin sabit potansiyele kenetlenmis hiicrelerde ligand kapili reseptor uyarisi
ile uyumlu bir akim olusturabildigini gézlemledik. Bu akimlarin doz-cevap egrilerine
baktigimizda da bunlarin ECsy degerlerinin P2X7 reseptorii ile olduk¢a uyumlu
oldugunu gérmemize ragmen, bu akimlara ¢cok benzer akimlari hem nominal Ca®*
icermeyen hem de EGTA uygulamasi ile de olusturabilmemiz, ve ayrica literatiirde
ozellikle ventrikiil hiicrelerinde P2X7 reseptor proteininin ve mRNA’ sinin olmadigi
bilgisi de gbz oniine alindiginda, bu akimlarin bir divalan iyon c¢elatorii olan ATP’
nin zaten nominal Ca?* icermeyen ¢ozeltideki var olan minimal kalsiyum iyonunu da
celate ederek, ¢ok diisiik derisimlere indirmesinden dogan secici olmayan akimlar
olabilecegini diislindiik. Bizim c¢alismamizda EGTA ve ATP’nin her ikisinin de
olusturdugu akimlarin voltaj-akim karakteristikleri bu akimlarin divalan iyon
celasyonu ile Ozellik degistiren L-tipi Ca?*  kanallarmdan kaynaklandigin
diistindiirmektedir. Sican ventrikiil hiicrelerinde ATP uygulayarak elde ettigimiz
akimlarin doz-yanit iligkisi ile yine sigan ventrikiil hiicrelerinde benzer ¢ozeltilerle
yapilmis bir baska ¢alismada elde edilen ATP akimlarinin doz-cevap egrisi garpici
bir benzerlik gostermektedir. P2Y2 reseptorlerinin uyarilmasi sonucu aktive olan
TRPC3/7 kanallarina atfedilen bu akim i¢in dl¢tiikleri ECsq degeri 558 pM’ dir ve bu
deger ilging olarak bilinen P2Y reseptorlerinin araliginin olduk¢a disinda yiiksek bir
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degerdir (Alvarez ve ark., 2008). Bu ¢alismada ATP ile olusan akimin sadece diisiik
dozlarda olusan kisminin hangi mekanizma ile oldugu tartisilmis, yiiksek dozlarda
olusan kisminin hangi mekanizma ile olustugu konusuna ise hi¢ deginilmemistir.
Bizim si¢an ventrikiil hiicrelerinde ATP ve ayn1 zamanda EGTA ile uyarilabildigini
gozledigimiz akim Alvarez ve ark.” nin ¢alismasinda gozlemledigi akimin yiiksek
dozlarda olusan kismi olabilir. Buna ek olarak literatiirde var olan baska bilgiler
memeli ventrikiil hiicrelerinde 6zellikle de sican ventrikiiler miyositlerinde bu tip
akimlar olusturabilecek iki olasi aday1 daha isaret etmektedir. Bunlardan birincisi
diisiik divalan derisimlerinde aktive oldugu iddia edilen ve (Imc) olarak
adlandirdiklart bir TRP (TRPM6 veya TRPM7) kanali akimi1 (Gwanyanya ve ark.,
2004), ikincisi ise diisiik divalan kosullarinda &zellik degistiren L-tipi Ca*
kanallarinin, Ca®* derisiminin c¢ok diismesi ile hem segiciliklerini hem de
inaktivasyon ozelliklerini kaybetmesi olusan bir akimdir (Matsuda, 1986; Yuan ve
ark., 1996). Bu akimlardan birini veya birkacint ATP uygulamasi ile
gozlemledigimizi disinmekteyiz. Literatiirde bahsedilen akimlarin gok diisiik Ca®*
degisimlerine hassas olusu da (10 uM’ lik degisimler neredeyse akimlari tiimiiyle
inhibe veya aktive etmektedir. (Gwanyanya ve ark., 2004)) bu hipotezimizi
giiclendirmektedir. Dolayis1 ile elimizdeki bulgular sican ventrikiiler ve atrial
miyositlerinde ATP uyarisi ile gozlemledigimiz akimlarin, kalsiyum iyonlarinin ATP
ile ¢elasyonu sonucu ¢ok diisiik derisimlere inmesi ile olusan bir ¢esit se¢ici olmayan
katyon akimi oldugunu gdstermekte ve ATP’ nin bu hiicrelerde herhangi bir ligand
kapili kanal akimi (yani P2X reseptér akimi) olusturduguna dair bir delil
sunmamaktadir. Aktive olan bu akimin ne oldugunu ise konumuz disinda kaldigi i¢in
daha fazla arastirmadik. Ancak ATP’ nin g¢elasyon mekanizmasi haricinde neden
oldugu bir etki olarak EGTA varliginda uygulanan 10 ve 50 uM ATP’ nin yol actig1
ve celasyonla aktive olan akimlarin deaktivasyonunda belirgin bir yavaslamayi
burada bir dip not olarak belirtmek isteriz. ATP’ nin bu konsantrasyon araliginda etki
gostermis olmasi1 bu deaktivasyonu uzatici etkinin P2Y reseptorii aracili olabilecegini
diistindiirmiistiir. Sigan ventrikiil hiicrelerinde ATP uygulamasi ile L-tipi Ca*
akimlarmin genliginin arttig1 ve bu artisin P2Y aracili oldugu da 6ne siiriilmiistiir

(Scamps ve Vassort, 1994).
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Literatiirdeki ¢ok sayidaki ¢alismada sigan ventrikiil ve atrial dokusunda
cesitli P2X reseptor mRNA ve proteinlerinin tespit edilmis oldugunu dolayisi ile bu
reseptorlerin bu dokulardaki kardiyomiyositlerde bulundugunun iddia edildigini
yukarida belirtmistik. Ozellikle atrial kardiyomiyositlerde P2X7 reseptoriiniin varlig
1yi aragtirilmis oldugu i¢in bu dokudan elde edilen kardiyomiyositlerde herhangi bir
P2X akimi gozlemleyememis olmamiz bizi literatiirdeki bulgularin bir artefakt
olabilecegi fikrine gotiirdii. Bir proteinin mRNA’ sinin bir hiicrede bulunmasi o
proteinin varligi icin gerekli oldugu ancak bunun yeterli kosul olmadigi iyi
bilinmektedir. Ayrica antikorlarin western blot ya da immunohistokimya
deneylerinde non-spesifik reaksiyon vermesi de gayet olasidir. Fare atriyal hiicre
hatt1 olan HL-1'de P2X4, P2X5 ve 6zellikle P2X7 reseptor mRNA’ s1 tespit edilmis
ve western blot yontemi ile de proteinlerin varligi iddia edilmistir (Le ve ark., 2020).
Ayni caligmada fare atrium dokusunda P2X7 reseptOriiniin varligini gosteren
antikorlar HL-1 hiicrelerinde de bu proteine ait bantlar gostermistir (Le ve ark.,
2020). Baska bir ¢alismada da HL-1 hiicrelerinde de western blot yontemiyle P2X7
reseptorleri tespit edildigi bildirmistir (Pfleger ve ark., 2012). Le ve arkadaslarinin bu
yukarida bahsedilen bulgusu bize western blot ve immiinohistokimya yontemlerinin
gosterdigi proteinin gergekten de P2X7 reseptorii olup olmadigini test etme sansi

verdi.

HL-1 hiicrelerinde ATP uygulamasi ile olusan akimlar1 inceledik. Yaptigimiz
deneylerde yukarida ayrintili olarak acikladigimiz ve ventrikiil hiicrelerinde
gordiiglimiiz divalan iyon ¢elasyonu ile olusan akim yanitim1 ATP’ nin reseptor
aracili yanitlarindan ayirabilmek amact ile ATP ve BzATP’ y1i EGTA varliginda
uyguladik ve ayrica sadece EGTA uygulamasi ile olusan yanitlarla kiyasladik. ATP 1
mM ve BzATP ise 100 pM konsantrasyona kadar uygulanmis ve bu derisimlerde
artmaya devam eden akimlara neden olmustur. P2X7 reseptorleri ise diger tiim P2X
reseptorlerinden farkli olarak, 100 uM’ dan daha fazla ATP konsantrasyonu ile
aktive olurlar (Junger, 2011; Schmid ve Evans, 2019). Bu reseptorlerin BzATP
duyarlilig1 fare dokusunda ATP’ den 5 kat kadar kat fazladir (Bartlett ve ark., 2014).
Bizim, HL-1 hiicrelerinde elde ettigimiz bulgularin isaret ettigi ATP doz-yanit
iliskisinin ECso degeri ve BZATP ile ATP potenslerinin farki literatiirde P2X7 igin

43



tamimlanmis olan degerlerle son derece uyumludur. HL-1 hiicrelerinde ATP ile
olusan akimlar EGTA’ nin tek basina olusturdugu akimlardan agik¢a farklidir ve
divalan c¢elasyonu ile olusmamaktadir. Calismamizda, -80 mV’ a kenetlenmis
hiicrelerden aldigimiz kayitlarda, literatiirde P2X7 reseptorii igin tipik bir 6zellik
olarak belirtilen, ard arda agonist uygulamasi ile akimin genliginin zaman iginde
artisgin1 (Chessell ve ark., 1998; Hibell ve ark., 2000; Humphreys ve ark., 1998;
Rassendren ve ark., 1997) biz de gozlemledik. Ayrica P2X7 reseptorlerinin diger
P2X reseptorlerinden farkli olarak ¢ok uzun siireli agonist uygulamasinda neredeyse
hi¢ desensitizasyon gostermedikleri bu reseptorlerin diger P2X reseptorlerinden
ayrilmasinda 6nemli bir kriterdir (North, 2002). Calismamizda biz de -80 mV a
kenetlenmis HL-1 hiicrelerinde 40-50 saniyelik ATP ve BzATP uygulamalar
boyunca hi¢ desensitize olmayan akimlar 6l¢tiik. Bunlara ek olarak P2X7 reseptorii
ifade ettirilmis HEK293 hiicrelerinde yapilan calismalarda agonist uygulamasiyla
aktive olan P2X7 reseptoriiniin, hiicre zarmin normalde gecirgen olmadigit NMDG"
ve YO-PRO-1 boyasi gibi biiyilkk molekiilleri gegirdigi ve ayrica bu reseptor
uyarisiyla hiicre zarinda bleblenme yaniti olustugu da bilinmektedir (Virginio ve
ark., 1999). Bu ¢alismamizda HL-1 hiicrelerinde konfokal mikroskop kullanalarak
yaptigimiz deneylerde ATP uygulamasiyla hiicrelerde YO-PRO-1 boya girisine baglh
floresans artis1 oldugu ve ardindan hiicrelerde bleblenme olustugunu biz de
gozlemledik. Biitiin bu bulgular HL-1 hiicrelerinde ATP uyarisi ile olusan akimlarin
P2X7 reseptoriine bagli oldugunu gostermektedir. Biitiin bunlara ek olarak P2X7
reseptorii i¢in tanimlanan ve oldukca yiiksek secicilik gosteren yarigmali
antagonistler olan A-740003 (Honore ve ark., 2006) ve ondan ¢ok daha potent bir
antagonist olan A-804598 (Donnelly-Roberts ve ark., 2009) , -80 mV’ a kenetlenmis
HL-1 hiicrelerinde 400 uM ATP uygulamasiyla olusan akimlari literatiirde bildirilen
derisimlerle uyumlu derisimlerde, yaklasik %90 oraninda inhibe etmistir. Biitiin bu
bulgularimiz HL-1 hiicrelerinde fonksiyonel bir P2X7 reseptorii oldugunu ve
literatiirde HL-1 hiicreleri i¢in bildirilen mRNA ve western blot verilerinin, bu

hiicrede var olan fonksiyonel bir P2X7 reseptoriinii gosterdigini kanitlamaktadir.

Fare atriyumunda P2X7 reseptorlerinin kardiyomiyositlerde hiicre zarinda

bulunduguna dair ¢esitli yaymlar ve HL-1 hiicrelerinde P2X7 reseptoriiniin var
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oldugunu gosteren verilerimiz 1s1ginda dikkatimizi HL-1 hiicrelerinin kokeni olan
fare atriyal miyositlerine yonelttik. Ancak yaptigimiz deneylerde geng ve yash fare
kalplerinden izole edilmis atriyum hiicrelerinde HL-1 hiicrelerinde yanit alinan
kosullarda yapilan deneylerde ATP uygulamasi ile olusan her hangi bir akim yaniti

gozleyemedik.

Bu negatif bulgumuz gosterilmis olan P2X7 reseptorlerinin kardiyomiyositler
yerine dokuda bulunan diger tip hiicrelerde oldugu iddia edilerek agiklanabilir.
Ancak yapilan bir ¢alismada hem atriyum hem de ventikiil doku homojenatlarinda
P2X7 reseptori mRNA’ s1 ve proteini saptadiklarim1 belirtilmelerine karsin
arastirmacilar fare kalplerinden aldiklar1 doku kesitlerinde immiinohistokimya
yontemiyle damar endotelinde ve atriyal kardiyomiyositlerde P2X7 reseptorii
oldugunu ventrikiilerde ise endotel hiicrelerinde P2X7 boyanmasi olmasina karsilik
kardiyomiyositlerinde bu proteinin bulunmadigi bildirilmistir. (Barth ve ark., 2010).
Bu bulgu, P2X7 reseptoriiniin atriumda atrial kardiyomiyositlerde var oldugunu
kuvvetle diisiindiirmektedir. Daha sonra ayn1 grup baska bir ¢alismada fare atriyum
dokusunda immiinohistokimya, western blot ve PCR yontemleriyle P2X7
reseptorlerinin varligini tespit ettiklerini tekrar bildirmislerdir (Pfleger ve ark., 2012).
Kalp dokusu, kardiyomiyosit haricinde makrofaj, fibroblast ve endotel gibi hiicreleri
de barindirdigr i¢in doku homojenatlariyla yapilan caligmalardaki sonuglar1 sadece
kardiyomiyositlere atfetmeyi ve dolayisiyla piirinerjik reseptorlerin hiicre spesifik
dagilimlarini ortaya koymay1 giiglestirmektedir. Bu grubun yaptig1 bu iki ¢alismanin
sonuglar1 daha 6nce doku homojenatlariyla yapilmis piirinerjik reseptor protein ve
RNA ol¢timlerindeki sonuglarla uyumlu olup bu yaniltict faktorlerden arinmis bir

sekilde atriyal kardiyomiyositleri isaret etmektedir.

Dolayistyla HL-1 hiicrelerinde fonksiyonel bir P2X7 reseptoriiniin varligini
ispatlayan sonuglarimiz, literatiirde HL-1 hiicrelerinde bu reseptoriin varligini
gostermekte kullanilan antikorlarla yapilan ve fare atrial kardiyomiyositlerde P2X7
reseptorii oldugunu gdsteren bulgularin dogru olabilecegini kuvvetle diisiindiirmesine
ve HL-1 hiicrelerindeki pozitif sonuc¢larimizin kullandigimiz deneysel teknigin bu

reseptoriin varligini kardiyak dokularda gdstermeye yeterli oldugunu ispatlamasina
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karsin fare atriyal miyositlerinde P2X7 reseptorii yanitina benzeyen bir yanitin
varligini tiim ¢abalarimiza ragmen gosteremememiz beklenmedik bir sonug olup iyi
bir aciklama gerektirmektedir. Bir olasilik P2X7 reseptér ekspresyonunun
dagiliminin kalpte ¢ok lokalize olmasidir. Insan kalbinde, P2X reseptorleri arasinda
P2X4 ve P2X7 mRNA' smin insitu hibridizasyon yontemi ile sag atriyumda ve
sinoatriyal diigiimde en yiiksek oldugu bulunmustur (Musa ve ark., 2009). Ayrica,
sican sag atriyal miyositlerinde sola gore P2X4 ve P2X7 reseptor protein seviyesi
daha fazla oldugu bildirilmistir (Le ve ark., 2020). Bizim deneylerimizde fare
kalbinden atriyal miyositleri izole ederken, dokunun kii¢iik olmas1 ve elde edilen
canli hiicre sayisindaki azlik nedeniyle bolge ayrimi yapilmadan tiim atriyum dokusu
kullanilmugtir. Literatiirde iddia edildigi gibi P2X7 reseptoriiniin miktar1 bolgelere
gore biiyiik degiskenlik gosteriyorsa ve daha ¢ok sinoatriyal diiglim gibi ¢cok 6zel bir
bolgede bulunuyorsa, yapilan izolasyonlarda bu 6zel bolgeden hiicre elde edememis
ve bu nedenle de yanit alamamis olabiliriz. Bu durumda daha lokalize bir izolasyon
yontemiyle, sag atriyumdan elde edilecek hiicrelerde tekrarlanacak deneylerle
acikliga kavusturulabilir. Atriyal kardiyomiyositlerdeki negatif bulgularimiza
getirilebilecek bir baska agiklama ise P2X7 reseptoriiniin kalp dokusunun
embriyolojik gelismesi sirasinda sadece belli donemlerde eksprese olmasi ve
eriskinde bu ekspresyonun kaybolmasidir. Embriyonik calismalarda ATP’ nin
kardiyak gelisim programin1 modiile ettigi iddia edilmistir. Embriyonik donemde
dogru kalp gelisimi i¢in P2X7 reseptdr islevinin dnemli oldugu ortaya atilmistir.
Sican embriyonik kardiyomiyositlerinde yapilan bir calismada P2X7 reseptor
ifadesinin 18. embriyonik giinden itibaren basladigi bulunmustur (Cheung ve ark.,
2015). HL-1 hiicrelerinin ise embriyonik ve yetiskin miyositler arasinda bir karigimi
temsil ettigi diistiniilmektedir. Embriyonik atriyal kalp kas1 hiicrelerinin tipik yapisal
ozellikleri, kiiltiirdeki HL-1 hiicrelerinde de bulunmustur (Claycomb ve ark., 1998).
Bu durum o6liimsiizlestirilmis HL-1 atriyal hiicrelerinde yiiksek P2X7 reseptor
ekspresyonunun olmasiin ancak erigkin hiicrelerinde bulunmamasinin nedeni
olabilir. Ancak bu hipotez dogru ise yukarda belirtilen ve erigkin
kardiyomiyositlerinde P2X7 reseptoriiniin varligina isaret eden bulgularin bir artefakt
oldugunu kabul etmek de gerekecektir. Bir iiglincii olasilik ise atrial

kardiyomiyositlerdeki P2X7 reseptoriiniin bir ligand kapili katyon kanali olarak
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fonksiyon gérmemesidir. Bu reseptoriin diger ligand kapili kanallardan farkli olarak
ve bu fonksiyonundan bagimsiz bir sekilde metabotropik reseptorler gibi hiicre igi
iletim yollarint dogrudan uyarabildigine dair deliller mevcuttur (Ugur ve Ugur,
2019).

Bu calisma memeli atriyal hiicrelerinde fonksiyonel P2X7 reseptorlerinin
varliginin gosterilmesi i¢in bir ilk adim olusturmaktadir. Bu reseptoriin insan
kardiyomiyositlerinde de var oldugu iddialari da g6z Oniine alindiginda, hem
kardiyak fizyolojide rol alan yeni bir tip reseptoriin, hem de potansiyel bir ilag
hedefinin tanimlanmasinda rol oynayabilecektir. Ancak eriskin  memeli
kardiyomiyositlerinde fonksiyonel bir P2X7 reseptoriiniin varligini, bu reseptoriin bu
hiicrelerde olduguna dair bazi verilere ragmen gosterememis olmamiz, HL-1
hiicrelerindeki pozitif sonucglarimizla birlikte degerlendirilirse bu konuda son

noktanin konamadigini ve daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

ATP, hiicre i¢i enerji kaynagi olmasinin yani sira ndronal hiicreler, endotel
hiicreleri, kas hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tipinden salinan 6nemli bir hiicre disi
kimyasal haberci olarak kabul edilmektedir. ATP’nin kalp tizerindeki etkileri uzun
zamandir bilinmektedir. Bu etkilere birgok P2 reseptoriiniin aracilik ettigi yukaridaki
aciklamalardan da anlasilacaktir. Ancak P2X7 reseptorlerinin memeli kardiyak
hiicrelerinde fonksiyonel olarak var olup olmadigi netlesmemis bir konudur. Bu P2X
reseptdr alt tipinin memeli atriyal kardiyak hiicrelerinde var olabilecegini gosteren
mRNA ve protein 6l¢iimlerinden yukarida bahsedilmistir. Ancak mRNA 6l¢timleri
P2X7 reseptorlerinin endotel hiicrelerinde ve kan hiicrelerinin bir kisminda da
eksprese edilmesi nedeni ile yaniltict pozitif sonu¢ verebilirler. P2X7 reseptor
antikorlariyla yapilan western blot ve immiinohistokimya g¢alismalarinda da bazi
artefaklarin yaniltic1 pozitif sonuclara yol agtig1 da ¢ok iyi bilinmektedir. Bu nedenle
biz g¢aligmamizda western blot ve immiinohistokimya yontemleri ile kardiyak
hiicrelerde gosterilen proteinin fonksiyonel bir P2X7 reseptoriine isaret edip
etmedigini arastirdik. Fare atriyum kokenli ve pek ¢ok agidan kardiyak hiicre
ozelliklerini 1yi korumus bir hiicre serisi olan HL-1 hiicrelerini deneysel kolaylig
nedeni ile kullandik ve bu hiicrelerde daha 6nceden antikor temelli yontemlerle tespit
edilen proteinin fonksiyonel bir P2X7 reseptorii olup olmadigini inceledik. Daha
sonra si¢an ve fare ventrikiil ve atriumlarindan enzimatik olarak izole edilen kardiyak

hiicrelerde de bu reseptdriin varligini arastirdik.

Bu calismada  sican  ventrikiil  hiicrelerinde  divalan  katyon
konsantrasyonundan etkilenen ve ATP uygulamasiyla deaktivasyon 0Ozelligi
yavaglayan bir akim Ol¢lilmiistiir. Bu akimin, literatiirde belirtilen diigiik divalan
konsantrasyonunda L-tipi Ca®* kanallarindan gecen ve biiyiik oranda sodyum
iyonlarindan olusan ve P2Y reseptorii aracilifiyla modiile olabilen bir akim

olabilecegini diisliniiyoruz.
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Fare atriyal hiicre hatt1 olan HL-1 hiicrelerinde ATP uygulamasiyla P2X7
reseptoriinii isaret eden; biiyiik bir molekiil olan YO-PRO-1 boya girisi, bleblenme,
40-50 saniyelik uygulamalarda neredeyse hi¢ desensitize olmayan katyon akimi ve
tekrarlanan 400 uM ATP uygulamasiyla maximize edilmis akim yanitlarinin spesifik
P2X7 antagonistleri olan A-740003 ve A-804598 ile yaklasik %90 oraninda inhibe
edildigi bulunmustur.

Bu c¢alismada geng¢ ve yash fare kalplerinden izole edilmis atriyum
hiicrelerinde HL-1 hiicrelerinde yanit alinan kosullarda yapilan deneylerde ATP
uygulamasi ile olusan her hangi bir akim yaniti gozleyemedik. Benzer sekilde farkli
giinlerde ve hayvanlardan izole edilmis 10’u gen¢ 7’si yasli olmak iizere 17 hiicreden

alinmis kayitlar vardir.

Fare kalbinden atriyal miyositleri izole ederken, dokunun kiigiik olmasi1 ve
canli hiicre sayisindaki azlik nedeniyle bolge ayrimi yapilmadan tiim atriyum dokusu
kullanilmigtir.  Literatiirde goriildiigli tlizere P2X7 reseptorliniin  ekspresyonu
bolgelere gore degiskenlik gostermektedir ve daha ¢ok sinoatriyal diigiim gibi ¢ok
0zel bir bolgede bulundugu iddia edilmektedir. Yapilan denemelerde bu o6zel
bolgeden hiicre elde edilememis olabilir ve bu nedenle de yanit alinamamis olabilir.
Daha lokalize bir izolasyon yontemiyle elde edilecek hiicrelerde deneyler

tekrarlanabilir.

Sican atriyal miyositlerinde spesifik P2X7 antagonistleriyle akim olgiilerek
ATP’ nin bu hiicrelerdeki etkilerinin ¢elasyon etkisinden arindirilarak P2X7

reseptoril aracili olup olmadig anlasilabilir.

Bu calisma ile memeli atriyal hiicrelerinde fonksiyonel P2X7 reseptorlerinin
varligimin gosterilmesi, bu reseptoriin insan kardiyomiyositlerinde de var oldugu
iddialari da g6z Oniine alindiginda, hem kardiyak fizyolojide rol alan yeni bir tip
reseptoriin, hem de potansiyel bir ilag hedefinin tanimlanmasinda rol

oynayabilecektir.
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OZET

Memeli Atriyal Hiicrelerinde ATP-duyarh Katyon Kanallarimin Yaslanmaya Bagh
Kalp Fonksiyon Degisikliklerindeki Roliiniin incelenmesi

ATP’nin kalp iizerindeki etkileri uzun zamandir bilinmektedir. Bu etkilere bir¢ok
farkl1 P2 reseptoriiniin aracilik ettigi diisiiniilmektedir. Ancak P2X7 reseptorlerinin memeli
kardiyak hiicrelerinde fonksiyonel olarak var olup olmadigi netlesmemis bir konudur. Bu
nedenle biz calismamizda western blot ve immiinohistokimya yontemleri ile kardiyak
hiicrelerde gosterilen proteinin fonksiyonel bir P2X7 reseptoriine isaret edip etmedigini
arastirdik. Fare atriyum kokenli ve pek ¢ok agidan kardiyak hiicre 6zelliklerini iyi korumusg
bir hiicre serisi olan HL-1 hiicrelerinde ve daha sonra sigan ve fare ventrikil ve
atriyamlarindan enzimatik olarak izole edilen kardiyak hiicrelerde daha onceden antikor
temelli yontemlerle tespit edilen proteinin fonksiyonel bir P2X7 reseptorii olup olmadigini
inceledik.

Bu calismada sican ventrikiil hiicrelerinde divalan katyon konsantrasyonundan
etkilenen ve ATP uygulamasiyla deaktivasyon 6zelligi yavaslayan bir akim 6l¢iilmiistiir. Bu
akimin literatiirde belirtilen diisiik divalan konsantrasyonunda L-tipi Ca®* kanallaridan
gecen ve biiylik oranda sodyum iyonlarindan olusan ve P2Y reseptorii araciligiyla modiile
olabilen bir akim olabilecegini diisiiniiyoruz.

Fare atriyal hiicre hatti olan HL-1 hiicrelerinde ATP uygulamasiyla P2X7
reseptoriinii isaret eden; biiyiikk bir molekiil olan YO-PRO-1 boya girisi, bleblenme, 40-50
saniyelik uygulamalarda neredeyse hi¢ desensitize olmayan katyon akimi ve tekrarlanan 400
uM ATP uygulamasiyla maximize edilmis akim yanitlarmin spesifik P2X7 antagonistleri
olan A-740003 ve A-804598 ile yaklasik %90 oraninda inhibe edildigi bulunmustur.

Bu calismada geng ve yash fare kalplerinden izole edilmis atriyum hiicrelerinde HL-
1 hiicrelerinde yanit alinan kosullarda yapilan deneylerde ATP uygulamasi ile olusan her
hangi bir akim yanit1 gézleyemedik. Benzer sekilde farkli giinlerde ve hayvanlardan izole
edilmis 10’u geng 7’si yash olmak iizere 17 hiicreden alinmis kayitlar vardir.

Fare kalbinden atriyal miyositleri izole ederken, dokunun kiiciik olmasi ve canl
hiicre sayisindaki azlik nedeniyle bdlge ayrimi yapilmadan tim atriyum dokusu
kullanilmigtir. Literatiirde goriildiigi iizere P2X7 reseptoriiniin miktar1 bolgelere gore
degiskenlik gostermektedir ve daha c¢ok sinoatriyal diigiim gibi ¢ok 06zel bir bdlgede
bulundugu iddia edilmektedir. Yapilan denemelerde bu 6zel bolgeden hiicre elde edilememis
olabilir ve bu nedenle de yanit alinamamuis olabilir. Daha lokalize bir izolasyon yontemiyle
elde edilecek hiicrelerde deneyler tekrarlanabilir.

Bu calisma ile memeli atriyal hiicrelerinde fonksiyonel P2X7 reseptorlerinin
varliginin gosterilmesi, bu reseptdriin insan kardiyomiyositlerinde de var oldugu iddialari da
gbz Oniline alindiginda, hem kardiyak fizyolojide rol alan yeni bir tip reseptoriin, hem de
potansiyel bir ila¢ hedefinin tanimlanmasinda rol oynayabilecektir.

Anahtar Sozciikler: ATP, P2X7, HL-1, patch-clamp.
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SUMMARY

The Investigation of the Role of ATP-sensitive Cation Channels on Aging Associated
Heart Function Alterations on Mammalian Atrial Cells.

The effects of ATP on the heart have been known for a long time. These effects are
thought to be mediated by many different P2 receptors. However, it is unclear whether
functional P2X7 receptors exist in mammalian cardiac cells and what they function.
Therefore, in this study, we investigated whether the protein expressed in cardiac cells
indicates a functional P2X7 receptor. We examined whether the protein, which was
previously detected by antibody-based methods, is a functional P2X7 receptor in HL-1 cells,
a cell line of mouse atrial origin with well preserved cardiac cell properties in many respects,
and then in cardiac cells enzymatically isolated from rat and mouse ventricles and atria.

In this study, a current, which is affected by the divalent cation concentration in rat
ventricular cells and whose deactivation is slowed by ATP application, was measured. We
think that this current is a current that passes through L-type Ca?* channels at low divalent
concentration and consists mostly of Na* and can be modulated through the P2Y receptor.

This study revealed several findings pointing to the existence of the P2X7 receptor
in HL-1 cells: YO-PRO-1 dye uptake, membrane blebbing and almost no desensitizing
cation current by 40-50 second agonist applications was observed. Furthermore, two of
specific P2X7 antagonists, A-740003 and A-804598, approximately inhibited 90% of the
cationic current which was maximized by repeated application of 400 uM ATP.

In this study, several experiments were performed in atrial cells isolated from the
hearts of young and aged mice, but we could not observe any response to ATP at a constant
holding potential of -80 mV. Similarly, there are recordings taken from 17 cells, 10 young
and 7 old, isolated from mice hearts on different days. When isolating atrial myocytes from
mouse hearts, the whole atrial tissue was used without region separation due to the small
tissue size and low cell viability. As seen in the literature, the amount of P2X7 receptor
varies according to regions and it is claimed that it is located in a very specific region such as
the sinoatrial node. Cells may not have been obtained from this particular region in the trials,
and therefore no response may have been obtained. Experiments can be repeated with cells
obtained with a more localized isolation method.

With this study, the existence of functional P2X7 receptors in mammalian atrial cells
may lead to the identification of both a new type of receptor involved in cardiac physiology
and a potential drug target. It is crucial considering the claims that this receptor is also
present in human cardiomyocytes.

Keywords: ATP, P2X7, HL-1, patch-clamp.
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