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Miyokard infgrktijsii Olusturulan Siganlarda Humaninin
Akcigerler Uzerine Koruyucu Etkisi: TRPM2'nin Roli

Amag: Bu calismada, miyokard infarktisu (MI) 6ncesi siganlara humanin (HN) uygulanarak, Ml'da
akcigerler tzerine koruyucu etkisinde gegici reseptdr potansiyeli (TRP) melastatin benzeri alt aile
Gyesi 2’'nin (TRPM2) olasi rolu arastiriimistir.

Gere¢ ve Yontem: Siganlar 7 gruba (n=6) ayrilmistir (kontrol, 2 grup HN, 2 grup MI, 2 grup
MI+HN). Ml olusturmak igin sicanlara 200mg/kg isoproterenol (ISO) subkutan olarak uygulanmistir.
Siganlara tek basina ve MI 6ncesi intraperitoneal (ip) olarak 2 mg/kg HN verilmistir. Akciger
dokusunda TRPM2 diizeyi immunohistokimyasal olarak degerlendirilmigtir.

Bulgular: Calismada akciger dokusunda damarlarin ve bronsiollerin diiz kas yapilarinda ve
interalveoler alanlarinda TRPM2 expresyonu gézlendi. TRPM2 dulzeylerinin MI sonrasi 6zellikle 7.
guine dogru arttigi, Ml 6ncesi HN uygulamasindan sonra ise 7. gine dogru daha anlamli olarak
azaldigi gorulmustur. Sadece HN verilen gruplarda ise, TRPM2 dlzeyleri agisindan bir degisiklik
gbézlenmemistir.

Sonug: Bu cgalismada, HN'nin Ml'de akcigerler Uzerinde koruyucu etkiye sahip oldugu ve bu
etkisine TRPM2'nin aracilik edebilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Miyokard Infarktiisi, akciger, humanin, TRPM2

Protective Effect of Humanin on the Lungs by Myocard Infarct Induced Rats: The
Role of TRPM2

Objective: In this study, the potential role of transient receptor potential (TRP) melastatin-like
subfamily member 2 (TRPM2) in its protective effect on the lungs in Ml by administering humanin
(HN) to rats before myocardial infarction (MI) was investigated.

Materials and Method: Rats were divided into 7 groups (n=6) (control, 2 groups of HN, 2 groups
of MI, 2 groups of MI+HN). To induce MI, 200mg/kg isoproterenol (ISO) was administered
subcutaneously to rats. Rats were given 2 mg/kg HN as a single agent intraperitoneally (ip) before
MI. TRPM2 level in lung tissue was examined immunohistochemically.

Results: In the study, TRPM2 expression was observed in the smooth muscle structures and
interalveolar areas of vessels and bronchioles in the lung tissue. It was observed that TRPM2
levels increased especially towards the 7th day after MI, and decreased more significantly towards
the 7th day after HN administration before MI. In the groups where only HN was administered, no
change was observed in terms of TRPM2 levels.

Conclusion: In this study, it was concluded that HN has a protective effect on the lungs in Ml and
this effect may be mediated by TRPM2

Key Words: Myocardial Infarction, lung, humanin, TRPM2

Girig

Miyokardiyal iskemi/reperfiizyonun (I/R) uzak organlarda hasara neden olabilecegi
ve akcigerin en cok etkilenen organlardan biri oldugu gosterilmistir (1, 2). Ayni
zamanda, kalbin I/R'sinin akcigerlerde neden oldugu hasarin, hastalarin tedavisi ve
prognozu Uzerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu gdzlenmistir (2). Miyokardiyal I/R'yi
takiben akciger hasari, esas olarak, alveolar hiicre mitokondrilerini uyaran ¢ok sayida
sitokin ve serbest oksijen radikalleri Ureten, pulmoner kapiller gegirgenligin artmasina ve
akciger hasarinin ilerlemesine yol acan 6nemli bir polimorfonikleer 16kosit birikimi ile
karakterize edilir (1). Sistemik immin yanita genellikle akcider, karaciger, kalp ve
bdbrek I/R hasari neden olur. Bu uzak organlarin yaralanmasi genellikle beyaz kan
hiicresi izolasyonu ve akciger dokularindan enzimlerin salinmasi ile iligkili akut bir
bagisiklik tepkisine neden olur. Bu durum, perivaskiler ve interstisyel 6deme neden
olan vaskiiler gecirgenligi artirir, pulmoner hipertansiyon ve 6deme yol acar. Uzak
organlarda I/R yaralanmalarinin neden oldugu akciger hastaliklar siklikla klinik solunum
sikintisi sendromlarina yol agar (3).

ISO, otooksidasyondan sonra yuksek seviyelerde reaktif serbest radikaller lreten
sentetik bir katekolamin ve B-adrenerjik reseptor agonistidir (4). Yiksek dozlarda
uygulandiginda miyokardda ciddi oksidatif strese neden olarak infarktis benzeri
lezyonlara neden olur (5). Hayvanlarda deneysel MI indiksiyonu igin ISO kullanmak,
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kardiyoprotektif etkileri olan cesitli bilesiklerin etkilerini
incelemek i¢gin iyi kurulmus bir modeldir

HN, baslangicta Alzheimer hastaligi (AD) olan
hastalarda hayatta kalan ndéronlarda tanimlanan,
biyolojik olarak aktif 24 aminoasitli bir peptittir (6).
HN'nin, AD, kardiyovaskuler hastalik, inme, MI, diyabet
ve kanser gibi hastaliklarda koruyucu bir rol oynayan
apoptoz, hiicre sagkalimi, lipid akisi ve inflamasyon
dahil olmak Uzere bircok biyolojik slrecte yer aldigi
gOsterilmigtir (7, 8). HN ve analoglarinin, hiicreleri gesitli
stres faktdrlerine kargi korudugu gdsterilmistir. HN ayrica
noronlari  oksijen-glikoz  yoksunlugundan, hipoksi
kaynakli hiicre 6limi{, in vitro ve in vivo serebral
infarktisten korur (9). HN'nin farelerde I/R kosullari
altinda kardiyak koruma sagladigi ve kulturdeki
kardiyomiyoblastlarda oksidatif stresi azalttig
gosterilmisgtir (10, 11). Ayrica yapilan populasyon
calismasinda, normal insanlara godre koroner kalp
hastaligi olan hastalarda HN diizeyinin distigu ve laktik
asit duzeyinin arttigi saptanmig, bu da HN'nin
kardiyovaskuler sistem Uzerindeki koruyucu etkisinin
antioksidan etki yoluyla oldugunu disindirmektedir
(12). HN, gelecekte koroner kalp hastaliginin tedavisi
icin bir hedef olabilecek koroner arter endotel fonksiyonu
ile pozitif korelasyona sahiptir (13). Kardiovaskuler
sistem Uzerinde koruyucu etki gosteren bu peptidin
akcigerler tzerine etkisi pek bilinmemektedir.

TRPM2 (daha énce TRPC7 veya LTRPC2 olarak
rapor edilmigtir) insan kromozomu 21'de yer alan bir
TRPM2 geni tarafindan kodlanan, segici olmayan
kalsiyum gegirgen bir katyon kanalidir (14). Ekspresyonu
kemik iligi, akciger, kalp, karaciger, dalak, pankreas,
g6z, beyin, makrofajlar, notrofiller ve endotel hiicreleri
gibi bircok memeli dokusunda gdsterilmistir (15). TRPM2
kanal aktivitesinin simdiye kadar I/R hasarina hicresel
yanit, endotelyal gegcirgenligin diizenlenmesi,
iitihaplanma, kanser, dejeneratif hastaliklarin gelisimi,
apoptoz ve otofaji gibi olaylarla iligkili oldugu gorilmustur
(16-20). Bu nedenle, TRPM2 cekici bir farmakolojik
hedef haline gelmistir.

Cesitli farmakolojik ajanlarin MI 6ncesi/sirasinda
uygulanmalari nedeniyle koruyucu etkiye sahip olduklari
bilinmektedir. Bunlardan biri olan HN'nin Ml o&ncesi
uygulanarak  kardiyak  koruyucu  etkisi  oldugu
bilinmektedir ancak HN'nin Ml sonrasi en gok etkilenen
organlardan biri olan akcigerler lzerine etkisi
bilinmemektedir. Dolayisiyla bu ¢alismada, HN'nin MI'da
akcigerler tzerine koruyucu bir etkisinin olup olmadiginin
arastinilmasi ve bu etkisinde TRPM2nin rolinun
incelenmesi amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem

Arastirma ve Yayin Etigi: Bu calisma, Adiyaman
Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan
2022/079 protokol numarasi, 29.12.2022 tarihi ve 2
sayih karari ile doku etigi alinarak yapiimisgtir.

Calismada Adiyaman  Universitesi Deneysel
Arastirma Merkezi'nden saglanan 200-250 gr agirliginda
toplam 42 adet Spraque-Dawley cinsi (8-10 haftalik)
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erkek sican kullanildi ve hayvanlara ayni ortamda
standart su ve yem verildi ve ad libitum beslenmeleri
saglandi. Deney hayvanlari 7 gruba ayrildi (n=6); grup |
(kontrol), grup 1l (HN 48. saat), grup Il (HN 7. gtin), grup
IV (MI 48. saat), grup V (MI 7. gun), grup VI (MI+HN 48.
saat), grup VII (MI+HN 7. gin) (21). Kontrol grubuna
deney boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi. Grup I
ve lll'deki siganlara 2 mg/kg HN (H6161, Sigma-Aldrich
Corporation St. Louis, ABD) tek basina uygulandi (22).
Diger gruplardaki sigcanlara MI olusturmak igin 200
mg/kg ISO (Isoproterenol hydrochloride, 15627, Sigma-
Aldrich Corporation St. Louis, ABD) subkutan yoldan
uygulandi. Grup VI ve Vll'deki siganlara ISO
uygulamasindan 6nce HN (2 mg/kg) uygulandi. Grup I,
IV ve VlI'daki siganlardan 48.saatte, Grup Ill, V ve
VIlI'deki siganlardan 7.ginde ip ketamin (75
mg/kg)+xylazine (10 mg/kg) anestezisi altinda kalpten
kan alinarak deney sonlandirildi. Daha sonra akciger
dokusu histopatolojik incelemeler igin  %10'luk
formaldehit sollisyonunda fikse edildi ve serum ornekleri
biyokimyasal ¢caligmalar igin -80°C'de saklandi.

immiinohistokimyasal inceleme: Deney
hayvanlarinin akcider dokulari rutin histolojik takip
serilerinden gegirildi ve parafin bloklara gdmuldi. Parafin
bloklardan alinan 4-6 pym kalinliginda kesitler lamlara
alindi ve deparafinize edildi. Daha sonra alkol serisinden
gegcirilen kesitler sitrat tampon soliisyonunda pH=6'da
mikrodalga firnda (750W) 12 dakika kaynatildi.
Kaynatma isleminden sonra sogutulmak Uzere oda
sicakliinda bekletilen dokular fosfat tamponlu salin
(PBS) ile yikandi ve endojen peroksidaz aktivitesini
inhibe etmek icin 6 dakika hidrojen peroksit solisyonu
uygulandi. Blok solisyon PBS ile 3x5 dakika yikanan
dokulara 5 dakika uygulandiktan sonra 1/250 dilie
edilerek primer antikor (Rabit poliklonal anti-TRPM2
antibody (Ab-11168), abcem, chambridge, UK) oda
sicakhiginda nemli bir ortamda 60 dakika inkibe edildi.
Primer antikor uygulamasinin ardindan dokular 3x5
dakika PBS ile yikandi ve primer antikor ile uyumlu
sekonder antikor ile oda sicakliginda nemli ortamda 30
dakika inkiibe edildi. Sekonder antikor uygulamasindan
sonra dokular 3x5 dakika PBS ile yikandi ve streptavidin
ile oda sicakliginda 40 dakika inkube edildikten sonra
PBS icerisine alindi. Dokulara 3-amino-9-etilkarbazol
(AEC) substratt + AEC kromojen sollisyonu damlatilip
151tk mikroskobunda gorinti sinyali alindiktan sonra tim
gruplar es zamanh olarak PBS ile yikandi. Mayer's
hematoksilin ile zit boyamasi yapilan dokular, PBS ve
distile sudan gegirildi ve su bazli kapatma solisyonu ile
kapatildi. Preparatlar bir zeiss axio (Scope A1 Berlin,
Almanya) mikroskobu altinda degerlendirildi ve
fotograflandi. Gruplar kendi aralarinda Beta HCG
ekspresyonu agisindan karsilastirildi.

istatistiksel Analiz

Power Analizi: Bu ¢alismada on bagimsiz grubun
o6rnek buyukllklerini hesaplamak i¢cin G*power (3.1.9.2
version) programi ANOVA’nin sabit etkili tek yonlu
modelinin prosedurt kullanildi. Etki buyukligu 0.75,
hedef gi¢ 0.90 ve anlamlilik seviyesi 0.05 olarak kabul
edildiginde gergek gu¢ 0.94 ve her grup igin 6 rat,
toplamda 42 rat olarak belirlendi.
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Analizler icin SPSS versiyon 22 (IBM Corporation,
ABD) kullanildi. Nicel verilerin normal dagihma
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. One-way
ANOVA testi yapildi ve Tukey HSD testi kullanilarak post
hoc ¢oklu karsilastirmalar yapildi. Veriler ortalama + SD
olarak verildi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamh kabul
edildi.
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immdinreaktivitesi damarlarin ve brongiollerin diz kas
yapilarinda ve interalveoler alanlarinda gorulda.

TRPM2 immdinreaktivitesi; Brongiol ve alveollerde
kontrol, HN 48.saat, HN 7.giin grubuyla kiyaslandiginda
Ml'de O6zellikle de 7.giinde belirgin artis goriimustir
(p<0,001). MI 7.giin grubu ile kiyaslandiginda MI+HN
7.9un grubunda bronsiol ve alveollerde TRPM2
immdinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamh azalmigtir

Bulgular (p<0,001) (Tablo1) (Sekil 1). Damarlarda kontrol
immiinohistokimyasal ~ bulgular:  Akciger ~ grubuna gore, MI'de 7.gunde anlamli olmayan bir artis
dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi icin yapilan gordldi (p=0,304). MI 7.glin grubu ile kiyaslandiginda
immiinohistokimyasal boyamanin 1sik mikroskopi altinda MI+HN  7.gin  grubunda  damarlarda  TRPM2
godzlemlenmesi sonucu; Akciger dokularindaki TRPM2 immdinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli azaldi
(p=0,009) (Tablo1) (Sekil 1).

Tablo 1. Akciger dokusunda TRPM2 igin imminohistokimyasal bulgular
Gruplar Kontrol HN HN Mi Mi MI+HN MI+HN

P 48.saat 7.giin 48.saat 7.giin 48.saat 7.giin
TRPM2 Bronsiol 0.07£0.03 0.09+0.02 0.07+0.03 0.73+0.19abc  2.44+0.44abcd 0.81+0.15abce 0.47+0.10abce
TRPM2 Alveol 0.04+0.03 0.03+0.03  0.09+0.02 0.09+0.19 1.67+0.54abcd 0.09+0.02e 0.09+0.02e
TRPM2 Damar 1.8410.44 1.54+0.32 1.84+0.44 1.67+0.54 2.44+0.44b 1.46+0.32e 1.46+0.32e

Hata cubuklari SD'yi gosterir. a. kontrol ile karsilastiriidiginda p<0.05 b. HN 48. saat ile karsilastirildiginda p<0.05 c. HN 7. gin ile
kargilastiriidiginda p<0.05 d. MI 48. saat ile karsilastiriidiginda p<0.05 e. Ml 7. giin ile karsilastirildiginda p<0.05.

e

Sekil 1. Akciger dokusunda TRPM2 igin immuinohistokimyasal bulgular (kontrol, HN 48. saat, HN 7. gun, Ml 48. saat, Ml 7. gin,

MI+HN 48. saat, MI+HN 7. giin)
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Tartigsma

Endojen aktif bir peptit olan HN'nin miyokardiyal
hasar Uzerindeki koruyucu etkisi in vivo ve in vitro
calismalarla gosterilmis olsa da, HN'nin MlI'de en sik
etkilen organlardan biri olan akcigerler tzerine koruyucu
etkisi bilinmemektedir. HN'nin miyokardiyal hasarda
akcigerler Uzerine koruyuculugunun ve bu etkisinde
TRPM2'nin roluiniin arastirildidi bu ¢alismada, ISO ile Ml
olusturulan siganlarda HN'nin Ml 6ncesi uygulanmasi ile
akcigerlerde 6zellikle bronsiol, alveol ve damarlar
Uzerinde koruyucu etkiye sahip oldudu histopatolojik
bulgularla desteklendigi gibi, TRPM2'nin bu etki
mekanizmasinda yeralabilecegi ilk kez gbsterilmistir.

Son yillarda ¢ok sayida calisma, yasa bagh
bozukluklarda  antioksidatif,  anti-enflamatuar  ve
antiapoptotik etkiler gosteren HN ve analogu S14G-
HN'nin (HNG) yararh 6zelliklerini ortaya koymustur (23).
HN'nin sadece AD'de degil, ayni zamanda Tip 2
Diabetes Mellitus, kardiovaskuler hastaliklar ve
aterosklerozda koruyucu roli oldugu bulunmustur (24-
28). KOAH'lI hastalarla ilgili yapilan bir g¢alismada,
mitokinler arasinda HN’in en glgli prognostik degeri
gosterdigi ve bu hastalikta gelecekte bir risk biyobelirteci
olabilecegdi diustunilmustir. KOAH'ta artan HN seviyeleri,
mitokondriyi ve dolayisiyla hiicreleri oksidatif strese karsi
korumak icin telafi edici bir reaksiyon gibi gériinmektedir
(29). Zhang ve ark. (30), farelerin HN takviyeli bir diyetle
beslendiklerinde, artan  antianjiyojenik  proteinleri
eksprese ettiklerini  ve  pulmoner hipertansiyon
modellerinde zayiflamig vaskuler yeniden sekillenme ve
fibrozise yol agan SMC hiperplazisinde yer alan bir
protein olan anjiyopoietin-1'i inhibe ettigini
gOstermislerdir. Literatur bilgileri ile uyumlu olarak bu
calismada, MI'da HN'nin akcigerler tzerinde koruyucu
bir etki gbsterdigi ve ayni zamanda enflamasyon ve
oksidatif streste 6nemli rol oynayan TRPM2'nin MI'lu
sicanlarin akciger dokusunda 6&zellikle bronsiol ve
alveollerde arttigi, HN tedavisi uygulanmasi ile azaldigi
g6sterilmigtir. HN’nin bu koruyucu etkisinde, TRPM2
Uzerinden antioksidatif ve anti-enflamatuar etkileri rol
oynuyor olabilir. Clnki, TRPM2 bilylk olgude
enflamatuar tepkilerde Uretilen 1si, reaktif oksijen turleri
(ROS), hiicre i¢i Ca2+ ve ADP-riboz (ADPR) tarafindan
aktive edilen secici olmayan bir katyon kanalidir.
TRPM2, miyeloid hiicrelerde yaygin olarak eksprese
edilir ve TRPM2 aracii Ca2+ sinyali, makrofaj
aktivasyonu ve fagositik fonksiyonlar igin 6nemlidir.
TRPM2'nin devre disi birakilmasinin makrofajlarda ROS
Uretimini azalttigi ve bir akciger hasari fare modelinde
doku hasarini azalttigi bulunmustur (31). Bir baska
calismada ise, TRPM2'nin, kalp damari ve pulmoner
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arter endotelinde bir oksidan sensdér olarak gorev yaptigi
ve |6kositlerin  aktivasyonu, vaskiler endotelyal
gecirgenligi ve yaralanmada anahtar rol oynayabilecegi
tanimlanmistir (32, 33). Insan pulmoner arter endotel
hicrelerinde TRPM2, ikinci haberci ADP riboz Gretimini
iceren mekanizmalarla endotelyum Uzerindeki
oksidanlarin etkilerine aracilik etmekten sorumlu olarak
tanimlanmistir  (32). Oksidatif stres, aktif akciger
makrofajlarinin ve infiltre nétrofillerin Grlnleri tarafindan
baslatilir (34, 35). Spesifik olarak, H202 gibi oksijen
metabolitlerinin ve kemokinler olarak da adlandirlan
kemotaktik sitokinlerin Uretimi yoluyla oksidan stres,
doku 6demi olusumunu ve nétrofil ekstravazasyonunu
yoneten kritik faktorler olan nétrofillerin  endotelyal
yapiskanhgini ve vaskuler endotelyal gecirgenligi arttirir
(36-39). Kemokin ekspresyonu induklenebilirdir ve
enflamatuar hicrelerin enfeksiyon veya yaralanma
boélgelerine alinmasindan sorumludur (40, 41). Yakin
tarihli bir calismada ise, kemokin Uretimine ve nétrofil
kaynakli akciger hasarina aracillk etmede monosit
TRPM2 kanallarinin fonksiyonel roli gdsteriimektedir
(42). Spesifik olarak, H202, Ca?*'ya bagimli tirozin kinaz
Pyk2'yi etkinlestirmek ve Ras GTPaz yoluyla Erk
sinyalini ylikseltmek icin TRPM2 yoluyla Ca?* akigl
uyarilir. Bu, kemokinlerin Uretimini artirmak igin gerekli
olan nikleer faktor-B'nin (Nf-kB) nikleer
translokasyonunu ortaya c¢ikarir. Bu nedenle, TRPM2 ile
ortaya gikan Ca?* akigl, kemokin Uretiminden sorumlu
oksidan kaynakli sinyal kaskadini kontrol eder, bu da
notrofillerin endotelyal yapigskanligini ve ROS olugsumunu
arttirir ve bdylece endotelyal inflamasyonu ve hasar
siddetlendirir (42). Kronik inflamasyonda, nétrofiller
tarafindan devam eden ROS {retimi, genis doku
hasarina neden olur. Butin bu ¢alismalar, HN’nin
koruyucu etkisinde TRPM2'nin bu mekanizmalar
Uzerinden araci olabilecegi ihtimalini daha da
glglendirmektedir. Ancak, HN’nin akcigerler Uzerindeki
koruyuculugu hakkinda kesin bilgi sahibi olabilmek igin
diger yolaklarla iliskisinin de arastiriimasi gerekmektedir.

Bu c¢alismanin en énemli limitasyonlari, bulgularin
ELISA, PCR ve Western blot analizi gibi yontemlerle
desteklenmemis olmasidir. HN'nin TRPM2 ile iligkisini
aciklayan ileri c¢alismalar, c¢alismamizin molekuler
mekanizmalarini daha iyi agiklayacaktir.

Sonu¢ olarak; bu c¢alismada, HN'nin Ml'da
akcigerlerde 06zellikle bronsiol, alveol ve damarlar
Uzerinde koruyucu etkisi olabilecedi ve bu mekanizmada
TRPM2’nin rol alabilecegi ilk kez gosterilmistir. Mevcut
bulgularimiz, M| sonrasi uzak doku hasarinin en sik
gOrulduglu organlardan biri olan akciderlerin tedavisi igin
umut vadedebilir.
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