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Miyokard İnfarktüsü Oluşturulan Sıçanlarda Humaninin 
Akciğerler Üzerine Koruyucu Etkisi: TRPM2'nin Rolü 

Amaç: Bu çalışmada, miyokard infarktüsü (MI) öncesi sıçanlara humanin (HN) uygulanarak, MI'da 
akciğerler üzerine koruyucu etkisinde geçici reseptör potansiyeli (TRP) melastatin benzeri alt aile 
üyesi 2’nin (TRPM2) olası rolü araştırılmıştır.  

Gereç ve Yöntem: Sıçanlar 7 gruba (n=6) ayrılmıştır (kontrol, 2 grup HN, 2 grup MI, 2 grup 
MI+HN). MI oluşturmak için sıçanlara 200mg/kg isoproterenol (ISO) subkutan olarak uygulanmıştır. 
Sıçanlara tek başına ve MI öncesi intraperitoneal (ip) olarak 2 mg/kg HN verilmiştir. Akciğer 
dokusunda TRPM2 düzeyi immunohistokimyasal olarak değerlendirilmiştir.  

Bulgular: Çalışmada akciğer dokusunda damarların ve bronşiollerin düz kas yapılarında ve 
interalveoler alanlarında TRPM2 expresyonu gözlendi. TRPM2 düzeylerinin MI sonrası özellikle 7. 
güne doğru arttığı, MI öncesi HN uygulamasından sonra ise 7. güne doğru daha anlamlı olarak 
azaldığı görülmüştür. Sadece HN verilen gruplarda ise, TRPM2 düzeyleri açısından bir değişiklik 
gözlenmemiştir. 

Sonuç: Bu çalışmada, HN'nin MI'de akciğerler üzerinde koruyucu etkiye sahip olduğu ve bu 
etkisine TRPM2’nin aracılık edebileceği sonucuna varılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Miyokard İnfarktüsü, akciğer, 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 MI 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 MI and 
this effect may be mediated by TRPM2 

Key Words: Myocardial Infarction, lung, humanin, TRPM2 

Giriş 

Miyokardiyal iskemi/reperfüzyonun (I/R) uzak organlarda hasara neden olabileceği 
ve akciğerin en çok etkilenen organlardan biri olduğu gösterilmiştir (1, 2). Aynı 
zamanda, kalbin I/R'sinin akciğerlerde neden olduğu hasarın, hastaların tedavisi ve 
prognozu üzerinde önemli bir etkiye sahip olduğu gözlenmiştir (2). Miyokardiyal I/R'yi 
takiben akciğer hasarı, esas olarak, alveolar hücre mitokondrilerini uyaran çok sayıda 
sitokin ve serbest oksijen radikalleri üreten, pulmoner kapiller geçirgenliğin artmasına ve 
akciğer hasarının ilerlemesine yol açan önemli bir polimorfonükleer lökosit birikimi ile 
karakterize edilir (1). Sistemik immün yanıta genellikle akciğer, karaciğer, kalp ve 
böbrek I/R hasarı neden olur. Bu uzak organların yaralanması genellikle beyaz kan 
hücresi izolasyonu ve akciğer dokularından enzimlerin salınması ile ilişkili akut bir 
bağışıklık tepkisine neden olur. Bu durum, perivasküler ve interstisyel ödeme neden 
olan vasküler geçirgenliği artırır, pulmoner hipertansiyon ve ödeme yol açar. Uzak 
organlarda I/R yaralanmalarının neden olduğu akciğer hastalıkları sıklıkla klinik solunum 
sıkıntısı sendromlarına yol açar (3). 

ISO, otooksidasyondan sonra yüksek seviyelerde reaktif serbest radikaller üreten 
sentetik bir katekolamin ve β-adrenerjik reseptör agonistidir (4). Yüksek dozlarda 
uygulandığında miyokardda ciddi oksidatif strese neden olarak infarktüs benzeri 
lezyonlara  neden  olur (5).  Hayvanlarda  deneysel  MI indüksiyonu için ISO kullanmak, 
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kardiyoprotektif etkileri olan çeşitli bileşiklerin etkilerini 
incelemek için iyi kurulmuş bir modeldir 

HN, başlangıçta Alzheimer hastalığı (AD) olan 
hastalarda hayatta kalan nöronlarda tanımlanan, 
biyolojik olarak aktif 24 aminoasitli bir peptittir (6). 
HN'nin, AD, kardiyovasküler hastalık, inme, MI, diyabet 
ve kanser gibi hastalıklarda koruyucu bir rol oynayan 
apoptoz, hücre sağkalımı, lipid akışı ve inflamasyon 
dahil olmak üzere birçok biyolojik süreçte yer aldığı 
gösterilmiştir (7, 8). HN ve analoglarının, hücreleri çeşitli 
stres faktörlerine karşı koruduğu gösterilmiştir. HN ayrıca 
nöronları oksijen-glikoz yoksunluğundan, hipoksi 
kaynaklı hücre ölümü, in vitro ve in vivo serebral 
infarktüsten korur (9). HN'nin farelerde I/R koşulları 
altında kardiyak koruma sağladığı ve kültürdeki 
kardiyomiyoblastlarda oksidatif stresi azalttığı 
gösterilmiştir (10, 11). Ayrıca yapılan popülasyon 
çalışmasında, normal insanlara göre koroner kalp 
hastalığı olan hastalarda HN düzeyinin düştüğü ve laktik 
asit düzeyinin arttığı saptanmış, bu da HN'nin 
kardiyovasküler sistem üzerindeki koruyucu etkisinin 
antioksidan etki yoluyla olduğunu düşündürmektedir 
(12). HN, gelecekte koroner kalp hastalığının tedavisi 
için bir hedef olabilecek koroner arter endotel fonksiyonu 
ile pozitif korelasyona sahiptir (13). Kardiovaskuler 
sistem üzerinde koruyucu etki gösteren bu peptidin 
akciğerler üzerine etkisi pek bilinmemektedir. 

TRPM2 (daha önce TRPC7 veya LTRPC2 olarak 
rapor edilmiştir) insan kromozomu 21'de yer alan bir 
TRPM2 geni tarafından kodlanan, seçici olmayan 
kalsiyum geçirgen bir katyon kanalıdır (14). Ekspresyonu 
kemik iliği, akciğer, kalp, karaciğer, dalak, pankreas, 
göz, beyin, makrofajlar, nötrofiller ve endotel hücreleri 
gibi birçok memeli dokusunda gösterilmiştir (15). TRPM2 
kanal aktivitesinin şimdiye kadar I/R hasarına hücresel 
yanıt, endotelyal geçirgenliğin düzenlenmesi, 
iltihaplanma, kanser, dejeneratif hastalıkların gelişimi, 
apoptoz ve otofaji gibi olaylarla ilişkili olduğu görülmüştür 
(16-20). Bu nedenle, TRPM2 çekici bir farmakolojik 
hedef haline gelmiştir. 

Çeşitli farmakolojik ajanların MI öncesi/sırasında 
uygulanmaları nedeniyle koruyucu etkiye sahip oldukları 
bilinmektedir. Bunlardan biri olan HN'nin MI öncesi 
uygulanarak kardiyak koruyucu etkisi olduğu 
bilinmektedir ancak HN'nin MI sonrası en çok etkilenen 
organlardan biri olan akciğerler üzerine etkisi 
bilinmemektedir. Dolayısıyla bu çalışmada, HN'nin MI’da 
akciğerler üzerine koruyucu bir etkisinin olup olmadığının 
araştırılması ve bu etkisinde TRPM2’nin rolünün 
incelenmesi amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem 

Araştırma ve Yayın Etiği: Bu çalışma, Adıyaman 

Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulu’ndan 
2022/079 protokol numarası, 29.12.2022 tarihi ve 2 
sayılı kararı ile doku etiği alınarak yapılmıştır. 

Çalışmada Adıyaman Üniversitesi Deneysel 
Araştırma Merkezi'nden sağlanan 200-250 gr ağırlığında 
toplam 42 adet Spraque-Dawley cinsi (8-10 haftalık) 

erkek sıçan kullanıldı ve hayvanlara aynı ortamda 
standart su ve yem verildi ve ad libitum beslenmeleri 
sağlandı.  Deney hayvanları 7 gruba ayrıldı (n=6); grup I 
(kontrol), grup II (HN 48. saat), grup III (HN 7. gün), grup 
IV (MI 48. saat), grup V (MI 7. gün), grup VI (MI+HN 48. 
saat), grup VII (MI+HN 7. gün) (21). Kontrol grubuna 
deney boyunca herhangi bir uygulama yapılmadı. Grup II 
ve III'deki sıçanlara 2 mg/kg HN (H6161, Sigma-Aldrich 
Corporation St. Louis, ABD) tek başına uygulandı (22). 
Diğer gruplardaki sıçanlara MI oluşturmak için 200 
mg/kg ISO (Isoproterenol hydrochloride, I5627, Sigma-
Aldrich Corporation St. Louis, ABD) subkutan yoldan 
uygulandı. Grup VI ve VII'deki sıçanlara ISO 
uygulamasından önce HN (2 mg/kg) uygulandı. Grup II, 
IV ve VI'daki sıçanlardan 48.saatte, Grup III, V ve 
VII'deki sıçanlardan 7.günde ip ketamin (75 
mg/kg)+xylazine (10 mg/kg) anestezisi altında kalpten 
kan alınarak deney sonlandırıldı. Daha sonra akciğer 
dokusu histopatolojik incelemeler için %10'luk 
formaldehit solüsyonunda fikse edildi ve serum örnekleri 
biyokimyasal çalışmalar için -80°C'de saklandı. 

İmmünohistokimyasal İnceleme: Deney 

hayvanlarının akciğer dokuları rutin histolojik takip 
serilerinden geçirildi ve parafin bloklara gömüldü. Parafin 
bloklardan alınan 4-6 µm kalınlığında kesitler lamlara 
alındı ve deparafinize edildi. Daha sonra alkol serisinden 
geçirilen kesitler sitrat tampon solüsyonunda pH=6'da 
mikrodalga fırında (750W) 12 dakika kaynatıldı. 
Kaynatma işleminden sonra soğutulmak üzere oda 
sıcaklığında bekletilen dokular fosfat tamponlu salin 
(PBS) ile yıkandı ve endojen peroksidaz aktivitesini 
inhibe etmek için 6 dakika hidrojen peroksit solüsyonu 
uygulandı. Blok solüsyon PBS ile 3x5 dakika yıkanan 
dokulara 5 dakika uygulandıktan sonra 1/250 dilüe 
edilerek primer antikor (Rabit poliklonal anti-TRPM2 
antibody (Ab-11168), abcem, chambridge, UK) oda 
sıcaklığında nemli bir ortamda 60 dakika inkübe edildi. 
Primer antikor uygulamasının ardından dokular 3x5 
dakika PBS ile yıkandı ve primer antikor ile uyumlu 
sekonder antikor ile oda sıcaklığında nemli ortamda 30 
dakika inkübe edildi. Sekonder antikor uygulamasından 
sonra dokular 3x5 dakika PBS ile yıkandı ve streptavidin 
ile oda sıcaklığında 40 dakika inkübe edildikten sonra 
PBS içerisine alındı. Dokulara 3-amino-9-etilkarbazol 
(AEC) substratı + AEC kromojen solüsyonu damlatılıp 
ışık mikroskobunda görüntü sinyali alındıktan sonra tüm 
gruplar eş zamanlı olarak PBS ile yıkandı. Mayer's 
hematoksilin ile zıt boyaması yapılan dokular, PBS ve 
distile sudan geçirildi ve su bazlı kapatma solüsyonu ile 
kapatıldı. Preparatlar bir zeiss axio (Scope A1 Berlin, 
Almanya) mikroskobu altında değerlendirildi ve 
fotoğraflandı. Gruplar kendi aralarında Beta HCG 
ekspresyonu açısından karşılaştırıldı. 

İstatistiksel Analiz 

Power Analizi: Bu çalışmada on bağımsız grubun 

örnek büyüklüklerini hesaplamak için G*power (3.1.9.2 
version) programı ANOVA’nın sabit etkili tek yönlü 
modelinin prosedürü kullanıldı. Etki büyüklüğü 0.75, 
hedef güç 0.90 ve anlamlılık seviyesi 0.05 olarak kabul 
edildiğinde gerçek güç 0.94 ve her grup için 6 rat, 
toplamda 42 rat olarak belirlendi.  
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Analizler için SPSS versiyon 22 (IBM Corporation, 
ABD) kullanıldı. Nicel verilerin normal dağılıma 
uygunluğu Shapiro-Wilk testi ile değerlendirildi. One-way 
ANOVA testi yapıldı ve Tukey HSD testi kullanılarak post 
hoc çoklu karşılaştırmalar yapıldı. Veriler ortalama ± SD 
olarak verildi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul 
edildi. 

Bulgular 

İmmünohistokimyasal bulgular: Akciğer 

dokusunda TRPM2 immünreaktivitesi için yapılan 
immünohistokimyasal boyamanın ışık mikroskopi altında 
gözlemlenmesi sonucu; Akciğer dokularındaki TRPM2 

immünreaktivitesi damarların ve bronşiollerin düz kas 
yapılarında ve interalveoler alanlarında görüldü. 

TRPM2 immünreaktivitesi; Bronşiol ve alveollerde 
kontrol, HN 48.saat, HN 7.gün grubuyla kıyaslandığında 
MI’de özellikle de 7.günde belirgin artış görülmüştür 
(p<0,001). MI 7.gün grubu ile kıyaslandığında MI+HN 
7.gün grubunda bronşiol ve alveollerde TRPM2 
immünreaktivitesi istatistiksel olarak anlamlı azalmıştır 
(p<0,001) (Tablo1) (Şekil 1).  Damarlarda kontrol 
grubuna göre,  MI’de  7.günde anlamlı olmayan bir artış 
görüldü (p=0,304). MI 7.gün grubu ile kıyaslandığında 
MI+HN 7.gün grubunda damarlarda TRPM2 
immünreaktivitesi istatistiksel olarak anlamlı azaldı 
(p=0,009) (Tablo1) (Şekil 1). 

Tablo 1. Akciğer dokusunda TRPM2 için immünohistokimyasal bulgular 

Gruplar Kontrol 
HN 

48.saat 

HN 

7.gün 

MI 

48.saat 

MI 

7.gün 

MI+HN 

48.saat 

MI+HN 

7.gün 

TRPM2 Bronşiol 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 1.84±0.44 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 çubukları SD'yi gösterir. a. kontrol ile karşılaştırıldığında p<0.05 b. HN 48. saat ile karşılaştırıldığında p<0.05 c. HN 7. gün ile 
karşılaştırıldığında p<0.05 d. MI 48. saat ile karşılaştırıldığında p<0.05 e. MI 7. gün ile karşılaştırıldığında p<0.05. 

 
Şekil 1. Akciğer dokusunda TRPM2 için immünohistokimyasal bulgular (kontrol, HN 48. saat, HN 7. gün, MI 48. saat, MI 7. gün, 
MI+HN 48. saat, MI+HN 7. gün) 
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Tartışma 

Endojen aktif bir peptit olan HN'nin miyokardiyal 
hasar üzerindeki koruyucu etkisi in vivo ve in vitro 
çalışmalarla gösterilmiş olsa da, HN'nin MI’de en sık 
etkilen organlardan biri olan akciğerler üzerine koruyucu 
etkisi bilinmemektedir. HN'nin miyokardiyal hasarda 
akciğerler üzerine koruyuculuğunun ve bu etkisinde 
TRPM2’nin rolünün araştırıldığı bu çalışmada, ISO ile MI 
oluşturulan sıçanlarda HN'nin MI öncesi uygulanması ile 
akciğerlerde özellikle bronşiol, alveol ve damarlar 
üzerinde koruyucu etkiye sahip olduğu histopatolojik 
bulgularla desteklendiği gibi, TRPM2’nin bu etki 
mekanizmasında yeralabileceği ilk kez gösterilmiştir. 

Son yıllarda çok sayıda çalışma, yaşa bağlı 
bozukluklarda antioksidatif, anti-enflamatuar ve 
antiapoptotik etkiler gösteren HN ve analogu S14G-
HN'nin (HNG) yararlı özelliklerini ortaya koymuştur (23). 
HN'nin sadece AD'de değil, aynı zamanda Tip 2 
Diabetes Mellitus, kardiovaskuler hastalıklar ve 
aterosklerozda koruyucu rolü olduğu bulunmuştur (24-
28). KOAH’lı hastalarla ilgili yapılan bir çalışmada, 
mitokinler arasında HN’in en güçlü prognostik değeri 
gösterdiği ve bu hastalıkta gelecekte bir risk biyobelirteci 
olabileceği düşünülmüştür. KOAH'ta artan HN seviyeleri, 
mitokondriyi ve dolayısıyla hücreleri oksidatif strese karşı 
korumak için telafi edici bir reaksiyon gibi görünmektedir 
(29). Zhang ve ark. (30), farelerin HN takviyeli bir diyetle 
beslendiklerinde, artan antianjiyojenik proteinleri 
eksprese ettiklerini ve pulmoner hipertansiyon 
modellerinde zayıflamış vasküler yeniden şekillenme ve 
fibrozise yol açan SMC hiperplazisinde yer alan bir 
protein olan anjiyopoietin-1'i inhibe ettiğini 
göstermişlerdir. Literatür bilgileri ile uyumlu olarak bu 
çalışmada, MI’da HN’nin akciğerler üzerinde koruyucu 
bir etki gösterdiği ve aynı zamanda enflamasyon ve 
oksidatif streste önemli rol oynayan TRPM2’nin MI’lu 
sıçanların akciğer dokusunda özellikle bronşiol ve 
alveollerde arttığı, HN tedavisi uygulanması ile azaldığı 
gösterilmiştir. HN’nin bu koruyucu etkisinde, TRPM2 
üzerinden antioksidatif ve anti-enflamatuar etkileri rol 
oynuyor olabilir.  Çünkü, TRPM2 büyük ölçüde 
enflamatuar tepkilerde üretilen ısı, reaktif oksijen türleri 
(ROS), hücre içi Ca2+ ve ADP-riboz (ADPR) tarafından 
aktive edilen seçici olmayan bir katyon kanalıdır. 
TRPM2, miyeloid hücrelerde yaygın olarak eksprese 
edilir ve TRPM2 aracılı Ca2+ sinyali, makrofaj 
aktivasyonu ve fagositik fonksiyonlar için önemlidir. 
TRPM2'nin devre dışı bırakılmasının makrofajlarda ROS 
üretimini azalttığı ve bir akciğer hasarı fare modelinde 
doku hasarını azalttığı bulunmuştur (31). Bir başka 
çalışmada ise, TRPM2’nin, kalp damarı ve pulmoner 

arter endotelinde bir oksidan sensör olarak görev yaptığı 
ve lökositlerin aktivasyonu, vasküler endotelyal 
geçirgenliği ve yaralanmada anahtar rol oynayabileceği 
tanımlanmıştır (32, 33). İnsan pulmoner arter endotel 
hücrelerinde TRPM2, ikinci haberci ADP riboz üretimini 
içeren mekanizmalarla endotelyum üzerindeki 
oksidanların etkilerine aracılık etmekten sorumlu olarak 
tanımlanmıştır (32). Oksidatif stres, aktif akciğer 
makrofajlarının ve infiltre nötrofillerin ürünleri tarafından 
başlatılır (34, 35). Spesifik olarak, H2O2 gibi oksijen 
metabolitlerinin ve kemokinler olarak da adlandırılan 
kemotaktik sitokinlerin üretimi yoluyla oksidan stres, 
doku ödemi oluşumunu ve nötrofil ekstravazasyonunu 
yöneten kritik faktörler olan nötrofillerin endotelyal 
yapışkanlığını ve vasküler endotelyal geçirgenliği arttırır 
(36-39). Kemokin ekspresyonu indüklenebilirdir ve 
enflamatuar hücrelerin enfeksiyon veya yaralanma 
bölgelerine alınmasından sorumludur (40, 41). Yakın 
tarihli bir çalışmada ise, kemokin üretimine ve nötrofil 
kaynaklı akciğer hasarına aracılık etmede monosit 
TRPM2 kanallarının fonksiyonel rolü gösterilmektedir 
(42). Spesifik olarak, H2O2, Ca2+'ya bağımlı tirozin kinaz 
Pyk2'yi etkinleştirmek ve Ras GTPaz yoluyla Erk 
sinyalini yükseltmek için TRPM2 yoluyla Ca2+ akışı 
uyarılır. Bu, kemokinlerin üretimini artırmak için gerekli 
olan nükleer faktör-B'nin (Nf-kB) nükleer 
translokasyonunu ortaya çıkarır. Bu nedenle, TRPM2 ile 
ortaya çıkan Ca2+ akışı, kemokin üretiminden sorumlu 
oksidan kaynaklı sinyal kaskadını kontrol eder, bu da 
nötrofillerin endotelyal yapışkanlığını ve ROS oluşumunu 
arttırır ve böylece endotelyal inflamasyonu ve hasarı 
şiddetlendirir (42). Kronik inflamasyonda, nötrofiller 
tarafından devam eden ROS üretimi, geniş doku 
hasarına neden olur. Bütün bu çalışmalar, HN’nin 
koruyucu etkisinde TRPM2’nin bu mekanizmalar 
üzerinden aracı olabileceği ihtimalini daha da 
güçlendirmektedir. Ancak, HN’nin akciğerler üzerindeki 
koruyuculuğu hakkında kesin bilgi sahibi olabilmek için 
diğer yolaklarla ilişkisinin de araştırılması gerekmektedir. 

Bu çalışmanın en önemli limitasyonları, bulguların 
ELISA, PCR ve Western blot analizi gibi yöntemlerle 
desteklenmemiş olmasıdır. HN'nin TRPM2 ile ilişkisini 
açıklayan ileri çalışmalar, çalışmamızın moleküler 
mekanizmalarını daha iyi açıklayacaktır. 

Sonuç olarak; bu çalışmada, HN'nin MI'da 
akciğerlerde özellikle bronşiol, alveol ve damarlar 
üzerinde koruyucu etkisi olabileceği ve bu mekanizmada 
TRPM2’nin rol alabileceği ilk kez gösterilmiştir. Mevcut 
bulgularımız, MI sonrası uzak doku hasarının en sık 
görüldüğü organlardan biri olan akciğerlerin tedavisi için 
umut vadedebilir. 
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