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1. GIRIS

Oksidatif stres gilinliik hayatimizin birgok doneminde (konusurken, kosarken,
calisirken v.b.) hiicre igi organellerde fizyolojik bir siire¢ olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Ornegin, mitokondride proteinler, karbonhidratlar ve yaglar ATP sentezlenirken
reaktif oksijen tiirleri (ROS) yan {iriin olarak olugmaktadir. Diger bir 6rnek fagositik
hiicreler ile ilgilidir. Fagositik hiicreler bakteri ve viriisleri yok ederken ROS’ni
kullanmaktadir (1,2). Tiroit bezinde tiroit hormonlarinin sentezlenebilmesi igin de
ROS iiretimine ihtiyag vardir. Fakat bu ROS’leri enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar ile kontrol edilmezler ise iiretildikleri yerlerdeki hiicrelere zarar

verebilmektedirler (3).

Beyin ve periferal sinir sistemi ndronlar1 basta olmak tlizere viicuttaki biitiin
hiicreler oksidatif strese karsi asir1 duyarlidirlar. Bunun baslica 3 nedeni vardir; (1)
Merkezi sinir sistemi viicuda alinan toplam oksijenin %20 ni harcamaktadir ve ROS
uriinleri fazla meydana gelmektedir. (2) Beyin ve periferal sinir sistemi ndronlar
diger bobrek ve karaciger gibi organlara gore diisiik miktarda antioksidan savunma
sitemi icermektedir. (3) Yine bu ndronlar arasidonik asit ve dokozahekzaenoik asitler
gibi ROS iriinlerinin ana hedefleri olan zengin ¢oklu doymamis yag asitlerini
(PUFA) zar yapilarinda icermektedirler (4). Ciinkii bu yag asitleri zayif ¢ift baglarla
birbirine tutunan hidrojen baglar1 bulundurmaktadirlar. ROS ise bu baglar1 hedef
alarak zarar vermektedir (5). Bu baglamda, beyin hiicrelerinde bulunan fosfolipitlerin
degisikliklerine neden olan oksidatif hasarin, nérolojik hastaliklarda rol alabilecegi

ortaya atilmistir (2).

Epilepsi, diinya niifusunun 50 milyondan fazlasini etkileyen ve en sik
gozlenen norolojik hastaliklar arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Hastaligin
yayiliginin 2040 11 yillarda 100 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (6). Hastalikta
en belirgin klinik gézlem tekrarlanan ataklardir. Hastaligin etiyolojisi lizerinde ¢ok
sayida ¢alisma yapilmis olmasina ragmen olusumunda rol oynayan kesin molekiiler
mekanizmalar kismen aydinlatilabilmistir. Bilindigi gibi hiicre igerisine kalsiyum
iyonu (Ca*?) voltaja duyarli ve kimyasal kapilar gibi kanallarin agilmasi ile
girmektedir (3). Ca*? iyonunun o6nemli gorevlerinden bir tanesi girdigi kas

hiicresinde kasilmalara ve presinaptik nérondan sinaptik ¢ukurluga asir1 diizeyde



uyarici norotransmitter (6rnegin glutamat) salinmasina sebep olmasidir. Epileptik
insanlarm hipokampus noron hiicreleri icerisine asir1 diizeyde sodyum iyonu ve Ca*?
girmektedir ve epileptik ataklara neden olmaktadir. Mevcut anti-epileptik ilaglarin
bliyiik bir kismi voltaja duyarl kalsiyum/sodyum kanallar1 veya kimyasal (glutamat)
kanallar1 inhibe ederek hastalikta kismen tedavi saglamaktadirlar. Etiyolojisi tam
kesin olarak kesinlesmedigi i¢in, mevcut antiepileptik ilaglar ile hastaligin bazi
tiplerini (6rnegin direngli epilepsi) tamamen tedavi edilememektedir. Bu nedenle, L
tipi voltaja duyarli kapilar1 inhibe eden pregabalin ve topiramat gibi ilaglarin disinda

yeni kanal blokerlerinin gelistirilmesi epilepsi tedavisinde kritik bir 6neme sahiptir.

Transient reseptor potansiyel (TRP) kanallar1 sliper ailesi, 7 alt aile
icermektedir. Memelilerde 6 alt ailesi vardir. TRP Melastatin TRPM alt ailesi 4 grup
icermektedir (7-9). TRPM8 ve TRPM2 kanallar bu dort aile den birini
olusturmaktadir. TRPM2 kanali N ucu, transmembran bolge ve C ucu olmak tizere
li¢ ana bolgeden olugsmaktadir. C ucunda bulunan adenozin di-fosfat ribozu (ADPR)
pirofosfataz enzimleri kanalin agilmasi igin gerekli olan anahtar kilit vazifesini
istlenmektedir. Bu bolge adenozin di-fosfat (ADP) ve ADPR baglayabilen bir Nudix
Hidrolaz tiiridiir. Bu enzimin ismi ADPR pirofosfatazdir (10). Bu nedenle, TRPM2
kanali, oksidatif stres veya oksidatif stres redoks sistemleri ile gerceklesen
oksidasyon iiriinleri (6rnegin ADPR ve hidrojen peroksit) aktive olmaktadir (11,12).
Bu dedenle bir kisim antioksidanlar ROS iiretimini azaltarak TRPM2 kanalim1 da
inhibe etmektedirler (13,14). Hipokampus epilepsi olusumunda 6nemli role sahiptir.
Bu kanallarin fazlaca varlig1 epilepsi etiyolojisinde 6nemli rol oynayan hipokampus
CA1 noronlarinda gosterilmistir (15). Epilepsi etiyolojisinde hiicre i¢i asir1 sodyum
ile Ca*? artis1 ve oksidatif stresin rol oynadigina dair birgok bildirim mevcuttur
(3,16). Bu nedenle, oksidatif stres ile aktive edilen TRPM2 kanallar1 epilepsi
etiyolojinde rol oynayabilir. Bu kanalin inhibisyonu, deneysel epilepsi modelinde
faydali olabilir. Yakin zamanda grubumuzun siganlarda yaptigi bir ¢alismada
oksidatif stres ve kirmizi aci biber igerisinde bolca bulunan kapsaisin ile aktive
edilen TRPV1 kanalinin kapsazepin ile inhibisyonun epileptik ndbet gecirme sayisini
azalttigin1 ve sitozolik kalsiyum iyon girisini diizenledigini goézlemledik (17,18).
Benzer etki TRPM2 kanallar1 icin de gozlenebilir. Bu konunun arastirilmasi

gereklidir.



Bu projede deneysel epilepsi modelinde hiicre igi serbest kalsiyum ([Ca*?];)
diizeyleri, kanal akim yogunluklari, apoptozis, atak ge¢irme siire kayitlari,
mitokondri fonksiyonlari, hiicre i¢i serbest oksijen radikalleri (ROS), kaspaz
degerleri iizerinde TRPM2 kanalarinin roliinii arastirmay1 amacladik. Bu sonuglar ile
epilepsi etiyolojisinde TRPM?2 kanalinin roliinii ortaya ¢ikarmak ve hastalik tedavisi

tizerinde potansiyel ila¢ gelistirilmesi i¢in kaynak ve veri saglamayi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres sonucu olusan ROS meydana gelmektedir. ROS iiriinleri
daima tek elektron transferleri iceren biyolojik redoks tepkimelerinin sik goriilen
tirtinlerindendir. Cevre kirliligi, toksik ilaglar, iyonize ve iyonize olmayan radyasyon,
cevresel ve psikolojik stres gibi bir¢ok faktor degisik organlarda ROS iiretimini
artirmaktadir (1,2). ROS iiriinleri hiicre zar1 veya hiicre i¢i organellerin zarindaki
lipitlere, proteinlere ve niikleik asitlere zarar vermektedir. Ozellikle niikleik asitler
tizerindeki hasarlari, DNA hasarina neden olmakta ve kanser hastaligi olusumunda

onemli rol oynamaktadir (19).

Serbest radikallerin ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olmak {izere iki ana
tiiri mevcuttur. ROS ‘un ¢ ana tiirii mevcuttur. Baslica ROS iiriinleri; Siiperoksit,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikalidir. Siiperoksit bir serbest radikal olmasina
ragmen, ¢ok da zararli tiir degildir. Cogunlukla dogada indirgeyici madde olarak
bulunmasinin yami sira hidrojen peroksit ve ge¢is metal iyonlarma kaynak teskil
etmektedir (1,2).

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla paylasiimamis
elektron tasiyan, bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte iiretilebilen oldukca aktif atom
veya molekiillerdir. Oldukga kararsiz olan bu molekiiller, ¢evrelerindeki molekiillerle
cabucak reaksiyona girme ve bu son yoriinge elektronlarin1 paylasma
egilimindedirler. Her kimyasal ve biyokimyasal tepkime her zaman atomlarin dig
orbitallerindeki elektronlar sayesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis
elektron bulunmasi serbest radikallerin aktivitesini olaganiistli arttirir, dolayisiyla
serbest radikaller kimyasal aktifligi yiiksek molekiillerdir (1,2,20). Insan viicudunda
biitiin hiicrelere hicbir zorlukla karsilasmadan giren ve en ¢ok kullanilma 6zelligine
sahip olan oksijen yapisi geregi radikal olmaya ¢ok uygun oldugu i¢in serbest radikal
denince aslinda ‘ROS’ ifade edilmektedir. ROS ve serbest radikaller organizmada
normal sartlar altinda siirekli olusmaktadir. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif

yiikli ya da nétral olabilirler ve biyolojik sistemlerde en sik elektron transferi ile



olusurlar. Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan

radikallerdir (1,2).

Oksijen ve nitrojen molekiilleri serbest radikal kaynaklaridir. O2’nin kismi
indirgenmesinden, ROS’den olan hidroksil radikali ve siiperoksit radikali
olugsmaktadir. Ayrica tekli oksijen ve hidrojen peroksit molekiilleri, radikal olmayan
ROS olarak ifade edilirler. Oksijen kaynakli olmayan diger serbest radikaller ise
nitrik oksit, peroksinitrit ve lipit peroksidasyon (LP) sirasinda olusan peroksil
radikalidir (1,2). Nitrojen radikalleri igerisinde yer alan nitrik oksit ve peroksinitrit
radikalleri igerisinde en zararli olani, peroksinitrit radikalleridir (Sekil 1). Fakat
bunlar zararli etkilerini saniyeden de az ¢ok kisa siire igerisinde gerceklestirdikleri
i¢in, analizler ile tayinleri yapilamamaktadir. Peroksinitrit radikalleri daha sonra daha
stabil olan nitrik oksit radikaline doniismektedir (20). Analizlerde peroksinitrit, nitrik

oksit analizleri yapilabilmektedir.

Radikal olmayan tiirler, bu tepkimelerden herhangi biri olustugunda, radikal
haline gelir. Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucu,
tepkimeye giren molekiiller sirayla serbest radikallere doniisiir ve hasar zincirini

ilerleterek yayarlar.

Hiicrelerde bu radikallerin olusumunda rol oynayan baslica 4 fizyolojik

mekanizma mevcuttur;

1- Fagositik hiicreler bakteri ve virilisleri Oldiirmek i¢in bu radikalleri

uretmektedirler.

2- Fizyolojik solunum sirasinda mitokondri oksijen tiiketmekte ve radikal

olusmaktadir.

3- Hiicre i¢i organellerden peroksizomlar yag asitleri ve diger molekiillerin

indirgenme tepkimeleri sirasinda hidrojen peroksit tiretirler.

4-Sitokrom P450 enzimleri hiicrelere giren yabanci kimyasal maddelerin

tahribi sirasinda hidrojen peroksit meydana gelmesine neden olmaktadir.



Serbest radikallerin baslica hedefleri ise;
1- Lipoproteinler ve viicut yaglari

2- DNA ve niikleik asitler (Mutasyonlar)
3- Proteinler

4- ikincil haberciler ve sinyal iletim yollari
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Sekil 1. Sinir hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri
(RNS) iiretimi ile NAD* dan (¢ farkli yolla ADPR iiretiminin sematik gdsterimi (20).



2.2. Epilepsi

Epilepsi, diinya niifusunun 50 milyondan fazlasini etkileyen ve en sik
gozlenen norolojik hastaliklar arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Hastaligin
yayilisinin 2040 11 yillarda 100 milyona ulagacagi tahmin edilmektedir (6). Hastalikta
en belirgin klinik gozlem tekrarlanan ataklardir. Hastaligin etiyolojisi {izerinde ¢ok
sayida caligma yapilmis olmasia ragmen olusumunda rol oynayan kesin molekiiler
mekanizmalar kismen aydinlatilabilmistir. Bilindigi gibi hiicre igeresine Ca*? voltaja
duyarli ve kimyasal kapilar gibi kanallarin agilmasi ile girmektedir (21). Epileptik
insanlarin hipokampus noéronlarin hiicre igerisine asir1 diizeyde sodyum iyonu ve
Ca*? girmektedir ve epileptik ataklara neden olmaktadir. Hiicre igerisine asiri
diizeyde sodyum iyonu ve Ca*? girmesine ilave olarak, epilepsi etiyolojisinde asir1

oksidatif stresin de 6nemli rolii vardir (3).

2.2.1. Epilepsi ve Oksidatif Stres

Yukarida bahsedildigi gibi, viicut hiicrelerinde bircok fizyolojik aktiviteler
sirasinda (6rnegin fagositik aktivite ve mitokondriyal faaliyetler) agirt ROS meydana
gelmektedir (1,2,20). Bunlarin en 6nemlileri, siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve
tekli oksijendir. Bunlarin neden oldugu zararli aktivitelere ‘oksidatif stres’
denilmektedir. Yakin zamanda hem grubumuz (22-24) hem de diger gruplarin
(25,26) yaptig1 bir¢ok ¢alismada oksidatif stresin epilepsi etiyolojisinde ve ataklarin
artiginda rolii oldugu bildirilmistir. Bu radikallerin {iretilmesi fizyolojiktir. Ornegin,
protein, yag ve karbonhidratlarin mitokondride sindirilmesi sirasinda siiperoksit
radikali olugmaktadir (1,2). Fagositoz yapan hiicreler bakteri ve viriisleri sindirdikten
sonra bunlar1 sindirmede ve etkisiz hale getirmede de ROS {iriinlerini kullanmaktadir
(27-29). ROS fiirtinleri de antioksidanlarla diizgiin bir sekilde disar1 atilamazlar veya
zararsiz  sekillere doniistiirilemezler ise canlinin kendi hiicrelerine zarar
vermektedirler. Ornegin, fagozom igerisinde bakteriler oldiiriilemeyerek aksine
fagositik hiicre Olmektedir ve bakteri ve virtisler canli kalmaktadir (2).
Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olamayan olarak bashica iki gruba

ayrilmaktadir. Enzimatik antioksidanlardan, siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin 3



formu vardir ve siiperoksit radikalini hidrojen perokside doniistiirmektedir. Hidrojen
peroksit radikali ise kalataz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri vasitasi ile
suya kadar pargalanmaktadir. Enzimatik olmayan antioksidanlarin en onemlileri A
vitamini, C vitamini, beta-karoten ve E vitaminidir. Ormegin E vitamini yapisinda
bulundurdugu H" iyonlarini hidroksil radikallerine vererek onlar1 zararsiz sekillere
doniistiirmektedir. Bu radikaller fazla iretilip ve antioksidan savunma sistemleri
yetersiz ise o hiicrelere zarar vermektedir (31). Viicuttaki tiim organlar Ozellikle
beyin oksidatif strese maruz kalabilirler ve coklu doymamis yag asitlerinin
otooksidasyonu (self-oksidasyon) yolu ile devamli olarak iiretilen ROS’ a maruz
kalabilirler. Merkezi Sinir Sistemi serbest radikal hasarina oldukg¢a hassastir. Beynin
yiiksek oksijen tiikketimi, kolayca okside olabilen zengin yag asitlerini barindirmasi,
diger organlara gore diisiik seviyede antioksidan enzim ve vitamin igermesi onu ROS
tarafindan birincil hedef haline getirmektedir (2,4). Bu nedenle serbest radikallerin

zarar1 bu beyin ve sinir hiicrelerinde daha siddetli ve cabuk ger¢eklesmektedir.

Epileptik hastalarda yapilan ¢aligmalarda, selenyum ve E vitaminini de
igerisine alan bir¢ok antioksidanin sa¢ ve kan 6rneklerinde saglikli insanlara kiyasla
diisiik oldugu bildirilmistir. Deney hayvanlari, hiicre kiiltlirii ve insanlara bu
antioksidanlarin verilmesinin epilepsinin semptomlarini azaltmakta Onemli roli
oldugu yiizlerce calisma sonucu ile ortaya c¢ikarilmistir (32,33). Ornegin, pentilen
tetrazol (PTZ) ile epilepsi olusturulan fare hipokampuslarinin E vitami ile tadavi
edilmesi epileptik atak ve hiicresel bozukluklarin diizeldigi rapor edilmistir (32). PTZ
ile epilepsi olusturulan sicanlara E vitamini ve selenyum uygulanmasinin epileptik
atak sayilarii ve oksidatif stres degerlerini azalttigi gozlenmistir (34,35). Yine
direngli epilepsi hastalarina selenyum verilmesinin epileptik atak gecirme siirelerini

belirgin sekilde uzattig1 ve epilepsi tedavisi i¢in faydali oldugu bildirilmistir (36).

Beyin, diger organlarla karsilastirildiginda viicuda alinan oksijenin biiytik bir
kismint (% 20) kullanir. Bu yiiksek oksijen kullanimi ve metabolizmasinin hizli
olusu beyinde serbest radikal iiretim miktarini arttirir (2,31). Beyin proteinlerden ve
bol miktarda fosfolipitlerden olusan zarlardan olugmustur. Bu fosfolipitler de
arasidonik asit ve docohexaenoic asitler gibi okside ¢oklu doymamis yag asitlerinden
olusur (2,31). Bu doymamis yag asitleri serbest oksijen radikaline kars1 savunmasiz

bir durumdadirlar. Ciinkii zayif ¢ift baglarla birbirine tutunan hidrojen iyonlarini



icermektedir. ROS da hasar vermek i¢in bu zayif bagli hidrojen iyonlarini bir hedef
olarak gormektedir (4). Beyin fosfolipitlerinin degisikliklerine neden olabilen
oksidatif hasar norolojik hastaliklarda rol oynuyor olabilecegi ileri siiriilmiistiir (2).
Oksidatif stresin hiicrenin reaktif oksijen/nitrojen tiirlerine asir1 diizeylerde maruz
kalmasi ile olustugu kabul edilir. Bu durumlar iskemi/reperfiizyon, glutamat, beta-
amiloid peptidler, ndrotoksinler, immun yanitin bir pargas1 olarak oksidatif patlama

veya serbest gecisli metal iyonlarinin varliginda meydana gelir (31,32).

Epilepsi olusumunda en 6nemli beyin merkezi hipokampus goziikmektedir.
Hipokampus da beyine benzer sekilde doymamis yag asitleri bakimindan zengin
fakat antioksidan savunma sistemi bakimindan fakirdir. Bu nedenle de oksidatif
stresin aana hedeflerinden bir tanesi de hipokampusdur. Bu nedenle epilepsi
olusumunda asir1 ROS aritisinin 6nemli role sahip oldugu uzun yillardir ¢ok iyi

bilinmektedir (37-39).

Sistein en 6nemli esansiyel amino asitlerdendir. Sisteinden glutatyon (GSH)
da sentezlenmektedir. GSH memeli hiicrelerinde en fazla bulunan antioksidandir
(40). GSH birgok antioksidan &zellige sahip maddenin 6n maddesidir. Ornegin,
glutatyon peroksidaz enzimi (GSH-Px) ©n madde olarak GSH i kullanmaktadir.
GSH den sentezlenen GSH-Px enzimi, hidrojen peroksiti suya kadar pargalayarak,
serbest oksijen radikallerini inhibe etmektedir (41). Hiicrelerde GSH
sentezlenebilmesi i¢in, y-glutamylcysteine synthetase enzimine gerek vardir. DL-
buthionine-(S,R)-sulfoximine (BSO), vy-glutamylcysteine synthetase enzimini
baskilayarak hiicre i¢ci GSH diizeyini baskilamaktadir (40). Hiicre i¢ci GSH
baskilanmasi, oksidatif stresin artisina neden olmaktadir (41). Hipokampal
hiicrelerde, oksidatif stres artisinin mitokondriyal Ca*? sinyali bozukluklarina neden
oldugu ve bunun sonucunda epilepsi hastaliginin etiyolojisinde rol oynayabilecegi
rapor edilmistir (42,43). Benzer sekilde, Ono ve arkadaslar1 (44) antikolvulsan
ilaglarin plazma GSH diizeyini belirgin bir sekilde azaltarak epileptik hastalarda

oksidatif stres arttigini bildirmislerdir.



2.2.2. Epilepsi ve Ca*?

Epilepsi; herhangi bir provokator faktoriin eslik etmedigi iki veya daha fazla
tekrarlayan, beyindeki néronlarin anormal ve yogun desarjlar1 sonucu ortaya ¢ikan,
suur degisiklikleri ile birlikte olan ya da olmayan motor, duyusal, otonomik ya da
psisik semptomlarla karakterize bir durumdur. Epilepsi, bas agrisindan sonra noroloji
hekimleri tarafindan ikinci en siklikla goriilen kronik bir noérolojik durumdur (45).
Epilepsi diinya tizerindeki toplumun %2-3 {inii etkileyen ndrolojik bir hastaliktir.
Hastaligin etiyolojisi kesin olarak bilinmemekle birlikte kabul edilen bazi goriisler de
mevcuttur (6). Epilepsinin patogenetik mekanizmast; eksitator ve inhibitor sistemler
arasindaki dengenin bozulmasi ile agiklanmaktadir. Bu mekanizmalar kisaca, 1)
GABA erjik inhibisyonun kaybi, GABA da fonksiyonel ve yapisal kayip, 2)
glutamaterjik eksitasyonda artis ve 3) intraseliiler Ca*? diizeyinde artis kabul goren

mekanizmalardir (45).

Tedavide kullanilan bircok antiepileptik ilag olmasina ragmen higbirisi
kokten tedavi (tekrarlayan epileptik ataklarin kaybolmasi) saglayamamaktadir.
Bilindigi gibi hiicre ici serbest Ca*? miktar1 nérolojik hiicrelerde 50 nM (50-100 nM)
civarinda olup hiicre disina (1-3 mM=~1.2 mM) kiyasla 10 bin-20 bin misli kadar
azdir. Hiicreye Ca*? girisi iyon kanallar1 hassas simirlar igerinde gerceklesmektedir
(3). Sitozole agir1 miktarda Ca*? akis1 bircok norolojik hastaligin olusumunda temel
teskil etmektedir. Ornegin epilepside asir1 ROS iiriinleri glutamat dekarboksilaz1 ve
glutamin sentatazi baskilamakta ve GABA azaligina bagh CI” girisi azalmakta ve N-
metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptor diizeyleri bozulmaktadir (Sekil 2). Buna
bagl hiicre igerisie asir1 Ca*? girisi olmaktadir (21). Epilepsi de en tipik semptom,
sitozole asir1 artan sodyum ve Ca*? girisi ile en yaygm goriilen semptom epileptik

ataklar meydana gelmektedir.
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Sekil 2. Epilepsi olusumunda oksidatif stresin rolii.

Oksidatif stres tarafindan, glutamin sentetaz enzimi artisina bagli glutamik
asit aracili NMDA reseptorleri uyarimi bagl sitozolik Ca™ artis1 gergeklesir.
Glutamat dekarboksilaz enzimi GABA salinnmindan sorumludur ve oksidatif stres
tiriinleri bu enzimi etkiler ve GABA azalisina bagh hiicre i¢i ClI' azalis1 da
gerceklesir. Oksidatfi stres (6rnegin hidrojen peroksit, H20>) etkisi ile agilan TRPM2
kanali ile sitozolde asir1 Ca*? artis1 mitokondride depolarizasyon artis1 sonucu hiicre
ici daha fazla ROS iiretilmesine neden olur. ADPR ve ROS, geri bildirim
mekanizmasi ile TRPM2 kanallarinin agilmasi yolu ile sitozole Ca*? akisimi artirir.
Epilepsi olusumunda voltaja duyarli Ca*? kanalariin (VGCC) rolii iyi bilinmesine

ragmen, TRPM2 kanallarinin rolii konusunda hentiz bir bildirim yoktur (3)
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2.3. TRP Kanallan

2.3.1. TRP Kanal Ailesi

Transient reseptor potansiyel (TRP) kanallar1 ilk defa 1989 yilinda
Drosophila tiirii sirke sineklerinin gbz hiicrelerinde genetik ¢alismalar sirasinda
tevafuken tanimlanmistir (46). Trp gen mutasyonuna sahip olan fotoreseptorler
stirekli 1518a maruz birakildiklarinda fazik olarak (transient) voltaj degisikligine yol
acmalar1 nedeniyle bu isim verilmistir. Ayrica, hiicre igerisine kiyasla disinda fazla
olan Ca*?/Na" iyonlarina aym anda gegirgen olmalarindan dolayr Ca*? kanallari
tanim1 yerine katyon kanallart tanimi kullanilmaktadir. Memelilerde 6 alt aile
iceresinde 28 TRP kanal tipi tanimlanmistir (47,48). TRP altfamilyasinin gruplari ve
icerdikleri alt grup sayilar asagida gosterilmistir (Sekil 3). TRP conancial (TRPC)
yedi alt aileden, TRP vanilloid (TRPV) alt1 alt aileden, TRP melastatin (TRPM)
sekiz alt aileden, TRP polycystein (TRPP) ii¢ alt aileden, TRP mucolipin (TRPML)
ti¢ alt aileden, TRP ankyrin (TRPA) ile no-mechano-potential (NOMCP, TRPN) bir
alt aileden olusmaktadir (Sekil 3).

Tiim bu TRP katyon kanallar1 heniiz tam olarak karakterize edilememesine
ragmen, bir¢ok insan hastalig1 onlarin katilimiyla ortaya ¢iktigindan bunlara olan ilgi
giin gectikce artmaktadir. Kanal gozeneginin 5. ve 6. segmentleri arasinda bulunan
bir iletken iyon etrafinda homo veya heterotetromerik diizenlemelerle TRP kanallar
voltaj-kapili K* kanallarina benzer olarak basit bir yapiya sahiptir (47,48). Dérdiincii
transmembran segmenti ise pozitif yiiklii degildir. TRPV N ucu ve TRPV tekrarl
baglayici, ¢oklu ankyrin igerir. TRPC ve TRPM kanallarina ait 6. segmentin C
terminal kism1 “TRP alan1” i¢erir. TRPM2 kanallarinda iyon akisi 5. ve 6. segmentler
arasinda gerceklesmektedir. Ayrica, TRPM2 ve TRPC kanallarinin C ucu ADPR
pirofosfataz (ADPR’yi, riboz 5- fosfat ve adenozin monosfosfata pargalar ve kanal
acilir) enzim aktivasyonu icermektedir. ADPR pirofosfataz aktivasyonu TRPV
kanallarinda yoktur. Buna ilaveten biitin TRP kanallar1 ¢ok yonlii diizenleyici
protein etkilesim alanlarina sahiptir. Cok yonlii Protein Kinaz A (PKA) ve Protein

Kinaz C (PKC) varsayilan fosforilasyon alan fonksiyonlar1 tanimlanmis ve kismen
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test edilmistir. Bir de birkag TRP kanallarinda Phosphatidylinositide 3-kinase SH2-

tanima alanlar1 varlig1 ispatlanmigtir (49).

TRPMS
TRPIV4

TRP

Sekil 3. TRP siiper ailesi ve alt tipleri (50).

TRP kanallar1 ya direkt olarak plazma zarlarindaki Ca*? giris kanallar1 gibi
davranmakta ya da Ca*? giris kanallarinin modiilasyonu igin itici gii¢ olan zar
potansiyelini degistiren sitozolik serbest Ca™® kanallarinda degisime yardimci
olmaktadirlar. Karakterize edilmis tiim islevsel TRP kanallar1 (TRPM4 ve TRPMS
kanallar1 disinda) Ca* icin gegirgendirler. Bu durum sadece monovolent katyonlar
icin gecerli degil, ayn1 zamanda Ca*? ve Mg*? i¢inde gecerlidir. iki memeli TRPleri
(TRPV5 ve TRPV6) Ca*? ¢ok gegirgendir. TRPM6 ve TRPM7 Mg*2 ’a ¢ok gegirgen,
TRPV1,TRPMLI1 ve TRPP3 kanallar1 da H" iyonlarina ¢ok gegirgendir (8).

TRPV1 kanallar1 hakkinda en ¢ok arastirma yapilan TRP kanallarindan
birisidir. TRPV1 kanali, kirmiz1 aci biberde bulunan kapsaisin, yiiksek 1s1 (43 “C) ve
proton gibi uyaricilarla aktive olurken, kapsazepin (CPZ) ve 5'-iodoresiniferatoxin
(IRTX) gibi TRPV1 kanal blokeleri vardir. Epilepsi de en iyi arastirilmis TRP kanali
TRPV1 kanalidir (17,18,51).
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2.3.2. TRPM Alt Ailesi

TRPM alt ailesinin sekiz iiyesi vardir ve bunlar 4 grup iceresinde yer alirlar.
Bunlar; TRPM2/TRPM8, TRPM1/TRPM3, TRPM4/TRPM5 ve TRPM6/TRPM7 dir
(47,48) (Sekil 4).

Hem TRPM6 hem de TRPM7 fonksiyonel COOH terminal serine/treonin
kinaz igerirken, TRPM2 ADPR pirofosfataz faaliyeti gdsteren fonksiyonel NUDT9
homoloji alanmi igerir (10). Bu alan ADPRun yami sira oksidatif stres ile de aktive
olabilmektedir (52,53). Ca*?’u ¢ok gegirenden (TRPM6/TRPM7 ve TRPM3 ’iin ek
yerine kadar) Ca*? u gecirmeyene kadar (TRPM4 veTRPMS5) Ca*? gegirgenligi
farkliliklar gosterir. Buna ragmen TRPM1 kanali hari¢ tim TRPM katyon kanallar
bu giine kadar karakterize edilmemislerdir. TRPM4 ve TRPMS 1s1ya duyarli Ca*?
aktif kanallaridir (7). TRPM3 kanallar1i, TRPM6 ve TRPM7 kanallarina benzer
sekilde hiicre ici Mg*? seviyesi vasitasiyla diizenlenir. Hiicre sismesi ve sphingosine
olaylarinin meydana gelmesi 6nemli aktivasyon yoluyla TRPM3 aktivasyonunun

rapor edildigini gosterir. TRPMS ise pek bilinmeyen soguk reseptoriidiir (29,47,48).

Bazi sinir hiicreleri (6rnegin arka kok gangliyon hiicreleri ve siyatik sinirler)
soguk veya sicak ile aktive olabildikleri i¢in bunlara termo-reseptor iceren kanallar
ismi verilmektedir. Simdiye kadar 11 TRP kanalinin termo-reseptére sahip oldugu
bildirilmistir (54). Bunlar arasindan iki TRP kanali (TRPV1 ve TRPV?2) yiiksek 1s1
(srast ile 43 °C > ve 55 °C>) ile aktive olurlar. Bes TRP kanali (TRPV1-4 ve
TRPM2) degisik 1s1 dereceleri ile aktive olmaktadirlar. , Fakat iki TRP kanali soguk
(TRPA1) (<17 °C) ve serin (TRPM8) (<25 °C) ile aktive olmaktadirlar (55-58).
Ilave olarak, 11 termo-reseptdr igeren kanaldan geriye kalan iki kanal TRPM3 ve
TRPCS5 dir. TRPM3 agr1 yapici diizeyde 1s1 ile aktive olurken, TRPCS soguk sensor
icermektedir (59,60). Termo-reseptor iceren, TRPV1, TRPALl ve TRPV4 kanallar
ayni zamanda oksidatif stres ile de aktive olmaktadirlar. Bu nedenle, TRPAL ve
TRPV4 kanallar1 ROS iirtinleri (6rnegin hidrojen peroksit) aktive olmaktadirlar (61-
63). Arka kok gangliyon hiicrelerinde oksidatif stres ile aktive olan TRPAL ve
TRPV4 kanallar1 sistine redoks antioksidan sistem iiyeleri (6rnegin GSH ve
selenyum) inhibe olduklar1 bildirilmistir. (62,64).
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Sekil 4. TRPM alt ailesinin yedi alt ailesi ve alt tipleri.

2.3.3. TRPM2 Kanah

TRPM2 kanal ekspresyonu 1998 yilinda ilk kez kanser (melastatin)
hiicrelerinde yapilmistir. Daha sonrali yapilan ekspresyon ¢alismalarinda beyin ve
sinir hiicrelerinde de yiiksek diizeyde bulundugu bildirilmistir (47). Eski ismi
LTRPC2 olan TRPM2 kanali hiicre i¢i ¢ekirdekte iiretilen ADPR tarafindan dolayl
aktive oldugu bildirilmistir (10,65). Daha sonra yapilan bir¢ok ¢alisma sonuglari ile
ROS iirtinleri ile aktive oldugu da bildirilmistir (52,53). TRPM2 kanal1 oksidatif stres
ile aktive oldugu ortaya ¢ikartilan ilk TRP kanalidir. Daha sonralar1 yapilan
calismalar ile giiniimiize en az 11 TRP kanalinin oksidatif stres ile aktive oldugu
bildirilmistir.

ADPR iiretimi G proteine bagl reseptorlerce kimyasal kanal aktivasyonu ile
baslatilir. Reseptor aktivasyonu ayni zamanda hiicre i¢i Ca*? yogunlugunun
yiikselmesine ve IPs tarafindan hiicre ici organellerden Ca*? serbest birakilmasini
saglar. TRPM2 hiicre igersinde giiglenen Ca*? akimi bir pozitif geri bildirim
mekanizmas1 ile daha fazla TRPM2 aktivasyonunu saglar. Alternatif kaynaklar
ADPR igeren mitokondri ve ¢ekirdektir. ADPR polimerlerinin uyarimi sonrasi poli
(ADPR) polimeraz-1 (PARP-1)’e ve sonrasinda poly (ADPR) glikohidrolaz
(PARGQG) tarafindan ADPR’ye hidroliz edilir. Bu olay hiicreyi apoptozise gidinceye
kadar uyarabilir (20). Sitozolde Ca* artis1 mitokondride depolarizasyon ve porlarin
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acilmasi veya hiicre disindan sitozole hidrojen peroksit gelisi daha fazla nitrik oksit
sentaz (NOS) ve ROS iiretilir. ADPR ve ROS, geri bildirim mekanizmasi ile TRPM2

kanallarinmn agilmasi yolu ile sitozole Ca*? akisini artirir (20,27).

H="Ca™

Extracellular

Intracellular

Ribose 5- AMP ) Nudix box

phosphate )

N ADP ribose pyrophosphatase

AN

ADP-ribose ¢&——— H202

Sekil 5. Oksidatif stres iirlinleri ve ADP-riboz (ADPR) TRPM2 kanalinin C ucu
(Nudix box) kismindaki ADPR pirofosfotaz enzimini aktive ederek kanali agmaktadirlar.
Oksidatif stres lriinleri hem hiicre disinda hem de igerisinde iiretilmektedir. ADPR, NAD*
den PARP ve PARG enzimlerince iiretilmektedir. (7).

Oksidatif stres ve onun iiriinleri olan ROS, nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD) den 3 yolla ADPR iiretimine neden olmaktadir (7,20). TRPM2 kanallarinin
molekiiler yapisina bakildigi zaman kanalin diger ¢ogu kanal gibi 6 segmentten
meydana geldigi ve katyon girislerinin 5. ve 6. segmentler arasindan gergeklestigi
gozlenmektedir. Ayrica kanalin bir C (Nudiks boks) ve N uglari bulunmaktadir (65).
Bu kanalin oksidatif stres aracili aktivasyonu ilk kesfedildiginde, oksidatif stresin
ADPR firetimini artist sonucu TRPM2 kanallarinin aktive oldugunu savunmustur
(52,53). Fakat, daha sonralari yapilan ¢alismalarda oksidatif stres ve ADPR’un
birbirinden bagimsiz bu kanallar1 aktive edebildikleri tekli kanal patch-clamp

kayitlari ile gosterilmistir (12).

Glinlimiizde dogrudan bu kanallar1 dogrudan kapatan bir kanal blokeri

meveut degildir. Ayrica, mevcut Ca*? kanal blokerleri de bu kanallar1 bloke
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edememektedir. Patch-clamp ¢alismalar1 6nderliginde TRPM2 kanallarin1 dogrudan
bloke eden maddelerin arastirilmasi onem arz etmektedir. Epilepsi etiyolojisinde
oksidatif stresin roliinii arastiran yayimlar oldukca fazladir. Fakat oksidatif stres
aracilt TRPM2 kanal aktivasyonunun epileptik néronlarda etkisi hakkinda literatiirde

yeterince bilgi mevcut degildir. Bu nedenle bu tez ¢aligmasi planlanmaistir.

2.3.4. Dolayh TRPM2 Kanal Blokeri Kimyasallar

Dolayli TRPM2 kanal blokerleri [miconazole, clotrimazole (CTM),
flufenamic acid (FFA), N-(p-amylcinnomoyl)anthranilic acid (ACA)] ve 2-
Aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) dir. Bilindigi gibi TRPM2 kanallarini
dogrudan bloke eden ve klinikte toksik etkisi olmadan kullanabilecek kanal blokiirii

sayist siirhdir.

1) CTM: Bu kimyasallar imidazol tiirevleri olup antifungal olarak
kullanilmaktadirlar. TRPM2 kanallarin1 geri doniisiimsiiz bloke etmektedirler
(66,67). Bu nedenle TRPM2 kanalarimi bloke etmek amaciyla klinikte

kullanilamamaktadir. Sadece arastirma amagli kullanilmaktadir.

2) FFA: FFA non steroidal bir inflamasyonu onleyici kimyasal olarak
kullanilmaktadir. Fakat alkol veya DMSO da ¢oziinmektedir ve suda
¢oziinmemektedir (66). Ayrica degisik hiicrelerde yapilan bir¢ok ¢alismada TRPM?2
kanallar1 lizerinde etkisinin olmadig1r gézlemlenmistir (11,66). FFA nin diger dez

avantaji, TRPM kanallarini en fazla %88 bloke edebilmesidir (11,20).

3) ACA: TRPM2 kanal blokiirii olmasinin yani sira fosfolipaz A2 (PLA)
enzimini bloke etmektedir. Bu sayede hiicre igerinde IP3 yolu ile Ca*? salmisin
azaltmaktadir. ACA ve ACA benzeri kimyasal yapilarin pankreas beta hiicreleri ile
kalp-damar sistemi hiicrelerinde aragidonik asit ve ikincil habercileri bloke ettigi
gozlemlenmistir. 20 uM ACA ’nin cesitli TRP kanallarimi (TRPC6, TRPM2,
TRPMBS) bloke ettiklerini bildirilmistir (68). Alkol veya DMSO da ¢6ziinmektedir ve
suda ¢oziinmemektedir. Spesifik bir kanal inhibitér olmasi da diger bir dez
avantajidir (69). Bununla beraber siirli sayida TRP kanalin1 bloke etmesi nedeni ile

en spesifik TRPM2 kanal brokeridir. In vitro ortamlarda en fazla tercih edilen
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TRPM2 kanal brokeridir (70). Hiicre kiiltiiri ortamlarinda 0.01-0.1 mM dozlarinda
(ortalama 0.05 mM) kullanilmaktadir ve deney hayvani ¢aligmalarinda 10-100 mM
dozlarinda intraperitoneal enjekte edilmektedir (68,71). Gelderblom ve ark. (72) fare
serebral sok modelinde farelere 5 mg/kg ve 25 mg/kg dozlarinda iki saat éncesinde
ACA enjekte etmisler ve 5 mg/kg lik dozun TRPM2 kanali inhibisyonunda fayda
etmezken, 25 mg/kg dozun fayda sagladigini gézlemlemislerdir.

4) 2-APB. TRPM2 Kkanallar1 kesfedilmeden Once, inositol trifosfat (IP3)
inhbisyonu ile Ca* girisini bloke ettigi bildirilmesine ragmen kesin etkisi belli
degildi (73). Ciinkii bir kisim arastirmacilar 2-APB nin hiicre sitozoliine hiicre i¢i
organellerden ve disindan Ca*? girigini plazma zar1 Ca*>-ATPaz enzimini bloke
ederek gergeklestirdigini O6ne siirmuslerdir. 2-APB, alkol veya DMSO da
coziinmektedir fakat suda ¢éziinmemektedir. Dolayli TRPM2 kanal blokeri etkisinin
varlig1 rapor edilmistir (74). TRPM2 kanali bloke etmesine ragmen TRPV1 kanalini

agmaktadir.

Degisik TRPM2 kanal blokiirlerinin ndrolojik hiicrelerdeki etkileri Tablo 1 de
Ozetlenmistir. Fenamateler FFA benzeri non steroid antiinflamatuvar 0zellik
gostermektedirler. Buna bagl olarak kanallardan iyon gecisini diizenlemektedirler. >
50 uM FFA yaygmm olarak TRPM2 kanallarin1 bloke etmek amaci ile
kullanilmaktadir (20,67). CTM ve econazole, 3-30 uM miktarlarinda kullanildiginda
TRPM2 kanallarini bloke ettikleri gozlemlenmistir (67). Olah ve ark. (75) yaptiklari
kiiltiir néronlarindaki bir ¢alismada ADPR un neden oldugu TRPM2 aktivasyonu
clotrimazole, FFA and ACA ile bloke edilmistir.

Bai ve Lipski (61) hipokampus kesit kiiltiirlerinde TRPM2 kanal
blokerlerinden CMT (20 uM), ACA (25 uM) ve FFA (200 uM) denemisler. Sonug
olarak, premidal néronlarda TRPM?2 kanallarinin inhibisyonu iizerinde TRPM2 kanal
blokiirlerinin etkisinin olmadigini rapor etmislerdir. Ayrica, antioksidanlarin (Trolox
500 uM ve MitoE 2 uM) hiicre kiiltiirii ortamina eklenmesinin néronal ve hiicre

Olimdiini bloke ettiklerini gézlemlemislerdir.

Jia ve ark. (76) erkek farelerde iskeminin neden oldugu soku 6nlemede CMT
nin TRPM2 kanalim1 diizenleyerek faydali oldugunu bildirmistir. Benzer sonuglar

Shimizu ve ark. (77) tarafindan da bildirilmistir. Iki saat 6nce farelere CMT
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uygulanmasinin TRPM2 kanalin1 diizenleyerek iskeminin neden oldugu zararlari
Oonlemede faydali oldugunu gostermislerdir. PARP-1-KO farelerde, vahsi fare
tiplerine kiyasla iskemik hasara daha az maruz kaldiklarin1 fakat CMT nin PARP-1-
KO farelerde, iskeminin neden oldugu zararlar1 6nlemede faydasinin olmadigini

rapor etmislerdir.

Tablo 1. Noérolojik hiicrelerde dolayli TRPM2 kanal blokerlerinin etkisi.

Blokiirii Hiicreler Etkisi Kaynaklar

FFA Sigan mikroglia Bloker Kraft ve ark. [68]
ACA Sigan primer striatal néron Bloker Olah ve ark. [75]
ACA Sican AKG ve hipokampus Bloker Kahya ve ark. [64]
ACA Siyatik sinir Bloker Yiiksel ve ark. [78]
2-APB Sican AKG ve hipokampus Bloker Naziroglu ve ark. [79]
CMT Sican primer striatal néron Bloker Olah ve ark. [75]
FFA Sican primer striatal noron Etkisiz Olah ve ark. [75]
FFA Hippocampal néronlar Etkisiz Bai- Lipski [61]
CMT Fare Faydali Jia ve ark. [76]
CMT Fare Faydali Shimizu ark. [77]

AKG, arka kok gangliyon hiicreleri

2.3.5. Genetik Yetersiz Fareler Uzerinde TRPM2 Cahismalari

TRPM2 kanalinin biyolojik roliinde onemli bir ilerleme TRPM2 genetik
yetersiz (TRPM2-KO) fareler iizerinde yapilan bir yeni c¢alisma tarafindan
saglanmistir (80). TRPM2-KO farelerinden inflamatuar aktivasyon ve makrofaj
tiretiminde hidrojen peroksit kademeli sinyal aktivitesi yer alir. TRPM2-KO farelerin
CA1 piramidal noronlarinda iskemi/reperfiizyona bagli sitozolde ¢inko ve ROS
artisinda TRPM2 kanalinin kritik ve 6nemli bir roliiniin oldugu rapor edilmistir (81).
Bilindigi gibi beyin mikroglia ndronlar1 beyinde artik iiriinlerin ve yutulan (fagosite
edilen) zararli iirtinlerin uzaklastirilmasinda rol oynamaktadir. Fakat inflamasyon
gibi bazi patolojik durumlarda, mikroglia néronlar1 asir1 aktive olarak ndronlara zarar
verebilmektedir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada (82), TRPM2-KO farelerde
mikroglia néronlarimin lipopolysaccharide ve interferon y (LPS/IFNY) ile uyarilmasi

sonucu NO iiretimini artirdig1 ve sitozolde artan Ca*? ise mikroglia NO, p38 MAPK
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and JNK sinyal yolaklarii uyardigini bildirilmistir. Sitozole Ca*? girisinden sorumlu
olan kimyasal kapilardan bir tanesi glutamat reseptorlerdir. NMDA ve benzeri
glutamat reseptorleri epilepsi etiyolojisinde 6nemli bir role sahiptir. TRPM2-KO
beyin kesitlerinde iskeminin neden oldugu glutamat reseptorlerindeki degisimler
arastirilmistir. Glutamat (NMDA) reseptorlerinin (GIuN2A- ve GluN2B) azalmasina
bagli olarak TRPM2 kanali bulunmayan TRPM2-KO farelerde atesleme
potansiyellerinin ve uyarimin (EPSP) azaldigi gozlenmistir. Bu sonuglara gore
iskeminin zararli etkisini TRPM2 kanal aracili gergeklestirdigi bildirilmistir (83).
llgingtir ki NMDA reseptorii aracili sitozolik Ca*? artisi, TRPM2 kanallarmi da
aktive etmistir. Bu sonuglarda sinaptik transmisyonda TRPM2 kanalinin roliinii
gostermistir. TRPM2-KO farelerin  hipokampal kesit ve kiiltiirlerinde yapilan
calismalarda TRPM2 kanalinin bulunmamasi, NMDA reseptorleri long term
potentiation (LTD) potansiyellerinin de bozuldugu goézlemlenmistir. Bu sonuglara
gore de hipokampus sinaptik plastisitesinde TRPM2 kanallarinin 6nemli bir rol
oynadigi bildirilmistir (84). Fakat epileptik TRPM-KO deney hayvanlarinda veya
insan noronlarinda yapilmis herhangi bir ¢alisma heniiz mevcut degildir. TRPM2-
KO farelerin glia ve arka kok gangliyon (AKG) noronlarinda inflamasyonun ve
noropatik agr1 olusumundaki rolleri aragtirilmistir (85). Bu amagla Carrageenan ile
inflamasyon ve siyatik sinir hasar1 olusturulmus ve TRPM2 mRNA varliginin arttig
gozlemlenmistir. TRPM2 genetik yetersiz farelerin notrofillerin infiltrasyon ve
kemokin salgilama yetenekleri azalmigti. TRPM2-KO farelerde glia aktivitesi de
durmustur. Makrofaj ve mikroglia hiicrelerinde fagositik aktivitenin azalmasina bagli
nitrik oksit sentezi de azalmistir. Sonugta, ndétrofil infiltrasyonu ile aktivitesi ve
mikroglia fonksiyonlarini gerceklestirmede TRPM2 kanal aracili ¢aligtiklarini ve
TRPM2 kanalinin periferal agr1 ve inflamasyon olusumundaki Onemine

deginmislerdir.

2.3.6. Norolojik Hiicrelerde TRPM2 Kanallarinin Rolleri

Immunohistokimyasal ¢alismalar ve kantitatif PCR teknikleri Merkezi Sinir
Sistemin (MSS)’nin ¢ogunlugunda TRPM2 kanallarinin varligint géstermistir. Ancak

glia i¢inde kendisinden ayirt edilmek i¢in néronlarda bu ifadeye izin verilmedigi i¢in
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homojen doku Orneklerinden bu kanit elde edilmistir. Serebellar graniil ve
astrositlerde TRPM2 transkripti veya fonksiyonel kanallarini tanimak i¢in yapilan
yeni bir ¢alisma tarafindan bdyle bir ayrim yapmanin 6énemi vurgulanmistir (86).
Noronal olmayan hiicrelerde TRPM2’nin MSS dagilimi kendi ifadesiyle haberlesen
ve Oneri gotiiriilen mikroglia hiicrelerinde TRPM2 varlig bildirilmistir (75,77,86).

2.3.6.1. Mikroglia ve Astroglia Aktivasyonlarinda TRPM2’nin Rolii

Bakteri ve hiicresel atiklar1 uzaklastiran mikroglia, diger aktif makrofajlara
benzer sekilde, arasidonik asit tiirevlerini ve hidrojen peroksit iceren inflamatuvar
mediyatorlerini iiretir. Bu mikroglia hiicreleri MSS’ de immiin savunmast ve doku
onarimi i¢in Oonemli bir faktordiir. Kraft ve ark. (86) hiicre kiiltiiriinde {iretilmis
serebellar graniil noronlarinda TRPM2’yi saptayamamalarina ragmen, mikroglia
hiicrelerinde yeni kalsiyum giris yolunun hidrojen peroksit ve ADPR’yi
birlestirdigini ve bu yolun TRPM?2 ile ilgili oldugunu agikladilar. Ohana ve ark. (87)

+25

kantitatif gergek zamanlit RT-PCR yardimiyla ratlardaki Ca*™’a gegirgen kabul edilen
TRPM2 kanallar1 ifadesini kiiltiire edilmis mikroglia hiicrelerinde arastirdilar ve
TRPM2 genleri i¢in kiiltiire edilmis rat mikroglia hiicrelerinde transkript tespit

ettiler.

Norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesinde astroglia hiicrelerinin rolii hala
bilinmemesine ragmen, normal ve anormal néronal ¢evre diizenlemesinde onlarin rol
oynuyor olmas1 dikkat ¢ekicidir. Ca*? sinyal y1§mn1 sayesinde, astroglia kontrol gen
ekspresyonu, noronal farklilasma ve programli hiicre O6limii tim gelisim ve
dejeneratif siireglerin ayrilmaz bir parcasini olusturmaktadir. Oksidatif stres kosullar
altinda mikroglia hiicreleri ROS temizleyicisi tarafindan koruyucu bir islev
gostermesi sebebiyle nodronlar igin enerji destegi ve besleyici veya inflamatuvar

faktorlerin Ca*?’

a bagimli salgi yoluyla dejenerasyonuna bagl direkt noronal direng
olugmasini saglar (88). Astroglia hiicrelerindeki TRPM?2 kanallariyla ilgili olarak pek
fazla rapor bulunmamaktadir. Bond ve Greenfield (89) oksidatif stresin 6nemi
dogrultusunda protein sentezi baskilanmasi ve sonraki baskilanmis asiri protein
ekspresyonundan olan diisiik voltaja duyarli Ca*? kanallar1 (L-VGCC) kusatmasinin

etkileri ve TRPM2 inhibisyonunu arttirdigini rapor etmislerdir. Bu sonuglar oksidatif
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streste Ca*? sinyalizasyonu astroglial transkripsiyon ve translasyon yanitlarmin
ayrilmaz bir pargast oldugunu gostermistir. BSO ile hiicre i¢ci GSH yetersizligi
olusturulan glia noéronlarinda noéro-inflamasyonu artirirken, GSH ve TRPM2 kanal
blokeri CTM ile inkiibe edilen glial noronlarin inflamasyon yapici yeteneginin
diizeldigi  bildirilmistir (90). TRPM2-KO farelerde mikroglia néronlarinin
aktivasyonlarinin olusmasinda TRPM2 kanal aracili sitozolde Ca*? akisinin ve nitrik
oksitin rolii TRPM2-KO fare mikroglia néronlarinda yapilan bir seri ¢alisma sonucu

acik bir sekilde ortaya konmustur (82,85)

2.3.6.2. Hipokampus ve TRPM2 Kanalh

TRPM2 kanallarinin farkli hiicre tiplerinde mevcut oldugu bildirilmistir.
Memelilerin beyinlerinde yiiksek ekspresyon i¢in ikna edici kanitlarin olmasinin yani
sira ndronal olmayan hiicrelerde de TRPM2 kanallarinin giiclii ekspresyona sahip
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle, noronlarda fonksiyonel TRPM2’nin varlig
en iyi sekilde tartisilmalidir. Olah ve ark. (75) hipokampal kesitlerdeki CAL inter
noronlar dahil hipokampus piramidal noéronlarinda, fonksiyonel TRPM2 katyon
kanallarinin  varhigmin ¢ok fazla oldugunu bildirmistir (75,91,92). Ayrica,
hipokampal néronlardaki TRPM2 kanalin1 agmak i¢in ADPR’nin tek basina yeterli
olmadigmi ve tam aktif TRPM2 kanallari igin voltaja bagimli Ca*? kanallarinda Ca*?
girisine eslik eden akisin ve/veya NMDA reseptorlerinin gerekli oldugu sonucuna

varmiglardir (84).

Geng miyoklonik epilepsideki apoptozis olusumunda TRPM2 kanallarinin
ekspresyon ve immunohistokimyasal ¢alismalarla gosterilmistir (93). Hipokampal
noronlarda iskemi aracili meydana gelen néron 6liimlerinin TRPM2 kanal aracili
olustugu Wild tip ve KO farelerden elde edilen ndronlarda in vitro olarak
elektrofizyolojik analizlerle gosterilmistir. PARP enziminin agir1 iiretiminin ndron
Oliimlerine neden oldugu iyi bilinmesine ragmen bunun nasil gergeklestigi
konusunda agik olmayan bildirimler mevcuttur. Bu konuda yapilan bir ¢alismada N-
methyl-N'-nitro-N'-nitrosoguanidine (MNNG, 100uM ve 5 dakika inkiibasyon) ile
PARP enzimi iiretimi asir1 artirilmis ve hipokampal néron 6liimii {izerinde TRPM2

kanalinin rolii olmadigi bildirilmistir (94). Serebral sok olusumunda TRPM2
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kanalinin rolii yakin zamanda yapilan bir ¢alisma ile gésterilmistir (72). Grubumuzun
da yakin zamanda yaptig1 calismalarda yash fare ve beyin hasari olusturulan rat
hipokampal noéronlarinda apoptozis, kaspaz aktivasyonlari, —mitokondriyal
depolarizasyon ve hiicre i¢gi ROS diretiminin TRPM2 aracili gerceklestigi
gosterilmistir (64,78,95).

iskemi, Radyasyon, Fel¢ Travma v.b.
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Sekil 6. TRPM2 kanallarinin, olusan oksidatif stresle ve bunun neticesi olan, NAD*
dan ti¢ farkli yolla olusan ADPR ile aktive olma mekanizmalarimi gosteren sekil. Hiicrede
lipit peroksidasyon sonucu NAD™ dan ii¢ farkli yolla ADPR iiretilir. 1. NAD* poli-ADPR
polimeraz (PARP) aktivasyonu yoluyla poli-ADPR olusur. Bu poli ADPR ise poli- ADPR
glikohidrolaz (PARG) enzimi vasitastyla ADPR doniigiir. 2. NAD* CD38 reseptoriinde
bulunan NADase enzimi yoluyla, 3. NAD" dan siklik ADPR (cADPR)olusur ve cADPR
hidrolaz enzim aktivasyonuyla da ADPR olusur. TRPM2 katyon kanallarmin C ucunun
Nudix alaninda bulunan ADPR pirofosfataz enzimi yardimiyla, ADPR, riboz-5 fosfat ve
AMP ye pargalanip TRPM2 kanallarinin agilmasina sebep olur (43).

TRPM2 kanallarinin ag¢ilmasiyla hiicre i¢inde artan kalsiyum ile iliskili
hiicresel disfonksiyon ve bir dizi olay yoluyla olusan amiloid beta, beyin endotel
hiicrelerini direk bozabilir. Vaskiiler endoteldeki bu bozulma yeterli kan akisini

engelleyebilmekte ve noronal canlilik iizerinde olumsuz sonuglar dogurarak
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Alzheimer tipi demans patogenezinde rol oynayabilmektedir. Serebral endotel
hiicrelerine amiloid betanin baglanmasi, ROS iiretmek igin Indirgenmis nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz aktivitesini uyarmakta, ROS ve NO
birleserek peroksinitrit olusturmakta ve DNA hasarina sebep olmaktadir (96).

2.4. Apopitozis

Apoptozis morfolojik 6zellikleri arasinda hiicre membrani kabarmasi, hiicre
biiziilmesi, kromatin kondensasyonu ve niikleozomal fragmantasyon sayilabilir.
Normal kosullar altinda, apoptozise ugrayan hiicreler, makrofajlar veya hiicrelerin
pargalanmis kalintilarini tilketen komsu hiicreler tarafindan kabul edilir. Apoptotik
yolaklar, bir¢ok klinik dncesi aragtirmalarin odak noktasidir. Apoptoza yol agan iki
farkli molekiiler sinyal yolak vardir: intrinsik mitokondri aracili yolak ve ekstrinsik
hiicre dis1 aktif yolak (97,98). Igsel yolak genellikle, DNA hasar1 ve yiiksek
seviyelerde ROS iiretiminin yani sira viral enfeksiyon ve onkojenlerin aktivasyonu
gibi hiicre i¢i1 stres sinyallerine tepki olarak aktive edilir. Digsal yolak ise hiicre dis1
bir ligandin plazma membrani tizerindeki bir reseptére baglanmasiyla tetiklenir. Her
iki yolak da hiicresel organellerin ve yapilarin hizla parcalanmasina aracilik eden
kaspazlar ad1 verilen proteolitik enzimleri aktive eder. Kaspazlar, aspartik asit i¢eren
motiflerin boliinmesine katilan bir niikleofilik sistein kalintis1 igeren bir protein
ailesidir (99). Kaspazlar, bolinme olaylarim1 baglattiktan sonra aktif oligomerler
olusturan aktif olmayan onciiler olarak ifade edilir. Iki grup kaspaz vardir. Bunlar,
baslatic1 kaspazlar (kaspaz 8, kaspaz 9 ve kaspaz 10) ve efektor kaspazlardir (kaspaz
3, kaspaz 6 ve kaspaz 7). Kanitlar, baslatici kaspazlarin oto katalitik aktivasyon
yetenegine sahip oldugunu gosterirken, efektor kaspazlarin baglatict kaspaz klevaji

ile aktivasyona ihtiya¢ duydugunu gostermektedir (100,101).

Apoptotik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde siirekli
olarak olusmaktadirlar ve bu olusum Omiir boyu devam etmektedir. Apoptozis i¢in
sinyal alindiktan sonra hiicrede bir¢ok biyokimyasal ve morfolojik degisim gozlenir.
Hiicre kiigilmeye baslar, hiicre iskeleti dagilir, cekirdek zar1 yer yer erir ve ¢ekirdek

DNA's1 pargalara ayrilir.
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Apopitozis, genlerle diizenlenen normal gelisim asamalar1 ve doku
homeostazisin saglanmasinda hiicreler i¢in kritik 6nemi olan programlanmis hiicre
Olimiidiir. Hiicresel apoptotik mekanizmalarin en biiyiigli kaspazlar (aspartik asitle
yonlendirilen sistein proteazlar) olarak bilinen enzimlerin birden c¢ok protein
substratinin topluca yikimlanmasiyla hiicresel yap1 ve fonksiyonun bozulmasi sonucu

hiicre 6liimiine neden olan enzimatik reaksiyonlardir.
Ozetle, apopitozis baslica 3 yol ile gerceklesir.
1) Ekstrinsik yol: Hiicre ylizeyi apoptozis reseptorii aracili olarak
2) Intrinsik yol: Mitokondriye bagimli 6liim (intrinsik yol) tespit edilmistir

3) Endoplazmik retikulum (ER) iizerinden isleyen {igiincii bir apoptotik
yolaktan bahsedilmektedir. Bu yolakta; azalan serbest Ca*? konsantrasyonunun ER

uyarici etkisi ile gerceklestigi hipotezi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2.4.1. Kaspazlar

Memeli hiicrelerinde kaspaz ailesi en az 14 enzim igerir. Ozellikle bunlar
arasinda kaspaz 3, 8 ve 9 apoptozis de dnemli rol oynarlar. Mitokondriyal yolakta

kaspaz 3, Fas / D95 yolakta ise kaspaz 8 ve kaspaz 3 rol oynar (102,103).

Apoptozis’in diizenlenmesinde gorev alan “Cysteine Aspartate Spesific
Protease’lar” (Caspase/Kaspaz) olarak adlandirilan proteazlar, Apoptozun
baglatilmasi, yliriitiilmesi ve inflamatuar sitokinlerin saliniminin kontroliinde gorevli

enzimlerdir (99).

Kaspazlar hiicrede inaktif (zimojen) olarak prokaspaz formunda bulunur.
Apopitoz sinyalinin alinmasiyla inaktif prokaspaz enzimler aktifleserek diger inaktif

kaspazlar1 aspartik birimlerinden keserek aktiflestirirler (100).
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Sekil 7. Apopitoziste rol oynayana ekstrensik ve intrensik molekiiler yolaklar
(Ramazan Cnar, Yiiksek Lisans Tezi, 2017. Danigman: Prof. Dr. Mustafa Naziroglu. Fen
Bilimleri Enstitiisti, Isparta.).

Apopitotik yolun daha sonraki asamalarinda gorev alan kaspazlarin diger
tiyeleri ise infazci kaspazlar olarak isimlendirilir. Kaspaz 2, 8, 9 ve 10 bagslatici
kaspazlardandir, kaspaz 3, 6 ve 7 ise infazc1 kaspazlardir. Baglatic1 kaspazlar farkli
yollarla gelen uyarilari, genel bitirici faza tasirlar, yeterli miktarda infazci kaspaz
aktiflesmesini saglayarak apoptotik sinyalin ¢ogalmasinda rol oynarlar, 6liimiin en
son basamaginda bir kontrol noktas1 olarak yer alirlar (103). Kaspaz-3 aktif 6liim
proteazi1 olup birgok hiicrenin pargalanmasi ve apoptotik cisimlerin olusumu ile

iliskili apoptozis siirecinde kritik rol oynar (102,103).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

Borosilikat tiipler: Sutter Instruments (ABD)

CO: inkiibator: (Heal Force, Smart Cell (Japonya)

Faraday kafesi: Yerli Uretim, Isparta

Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (isvigre)

Inverted floresan mikroskop: Zeiss, Axiovert 40 CFL (Almanya)
Is1 kontrollii gember ve ¢cember tablasi: Luigs and Neumann (Almanya)
Kiiltiir flaski: Cell Star, Greiner bio-one (Almanya)
Mikromanuplator: Luigs and Neumann (Almanya)

Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya),

Peristaltik pompa: Ismatec (Isvigre)

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

Pipet yapici (Puller): Sutter Instruments (ABD)

Sarjli pipet: Hirschmann (Almanya)

Sarsinti dnleyici sehpa: Yerli Uretim, Isparta

Sogutmali santrifiij: Kubota (Japonya)

Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

Yiikseltec: HEKA, EPC-10 (Almanya)

Sarjli pipet: Witeg (Almanya)

Steril pipet uclar1: LP Italiana 5 ml, 10 ml hacimlerde (Italya)
Floresan spektrofotometre: Cary Eclipse, Varian, (Avustralya)

Seffaf kiivet: Sarstedt (45mm) Cuvvette (Almanya)
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Plate reader: Infinite 200 Pro, Tecan (Avusturya)

Hiicre sayim cihazi: Casy TT, Roche, (Almanya)

Jel goriintiileme cihazi: Syngene G:Box, XRQ (ingiltere)
Sogutmali santrifilij: Kubota 2800 (Japonya)

Derin dondurucu (-80°C ): Wisd Persnal Digital (Kore)

Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Isvicre)

Vorteks: Nitve NM 100 (Tiirkiye)

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

Manyetik karistirict: Niive (Tiirkiye)

COz inkiibator: Heal Force HF90, Smart Cell (Japonya)
Calkalamali su banyosu: Termal Laboratuvar Aletleri (Tiirkiye)
(Calkalama cihazi: Biosan Orbital shaker PSU 101 (Tiirkiye)
Falkon tiipleri: ISOLAB, 15 ml ve 50 ml hacimlerde (Almanya)
Steril 96’11k plakalar: Greiner Bio-One (Almanya)

Buz yapma makinesi: ITV 1Q P5C (ABD)

Manyetik 1siticili karistirici: Variomag Monoterm (Almanya)
Distile ve ultradistile su cihazi: ELGA Purelab option DU25 (ABD)

Western Blot sistemleri: Bio-Rad Mini Protean Tetra System (ABD), Hoeffer
MiniVE PS300-B (ABD)

Ultrasonik doku pargalayici: Bandelin Sonoplus HD2070

Stereo Mikroskop: Olympus Corporation T5, SN (Japonya)
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LS Tahli)_fe Hortumu

Sicaklik Kontrollii
Cember

B
¥ [,verted Mikroskop 3

Motorize Manipiilator

A

Resim 1. A,B: Patch-clamp (Yama-mentese) seti genel ve yakindan goriiniimleri
(inverted mikroskop, Motorize manipiilatér ve kumandasi, Is1 kontrollii cember,
Titresimi Onleyici masa, Faraday kafesi ve perflizyon sistemi) C: Mikropipetin

Mikroskop altinda goriintimii.
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Resim 2. BSN Saglik Analiz (Isparta, Goller Bolgesi Teknokent) Laboratuvarinda
mevcut olup kullanilan Casy TT system hiicre sayim cihazi (Almanya)

\

Resim 3. Hayvanlardan elde edilen Primer hipokampus sinir hiicrelerinde ve in-vitro
hiicre hattinda kalsiyum sinyali analizleri i¢in kullanilan floresans spektrofotometre
cihaz1 (Cary Eclips, Varian Inc, Sydney, Avustralya).
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Resim 4. Western Blot analizi i¢in kullanilan aletler (A) ve Jel goriintiileme cihazi

(B).
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Resim 5. Hipokampal hiicrelerin konuldugu viicut kosullarinda koydugumuz (37 °C,
%5 COy) s1v1 ceketli steril inkiibator.

1. dakika 5. Dakika 10. dakika

T ﬂ
1

’
ACA+Epilepsy
1

Resim 6. Epilepsi goriintiilerinin alindig1 cam kafes ve atak gecirme anlari.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Firma belirtilmeyen biitiin sarf malzemeleri Sigma-Aldrich ve Santa Cruz

firmalarindan (Istanbul) satin alinmustir.
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Triklor asetik asit

2-Aminoethyl diphenylborinate (2-APB),

Kalsiyum klortir,

Cesium hidroksit monohidrat,

Cumene hydroperoxide (%80) (CHPO)

Dimethyl sulphoxide (DMSO) Hybri-Max,
5,5'-dithio-bis 2-nitrobenzoik acid (DTNB)
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM),
Dulbecco’s phosphate buffer saline (10X), Biochrom
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)

Ethylene glikol tetraasetik (EGTA)

Indirgenmis glutatyon (GSH)

HAM’S F12 medium (1X), Biochrom KG (Almanya)
HEPES

Hidrojen peroksit (%37)

L-glutamic asit

N-asetil sistein

N-Hekzan

N-Metil D-Glucamine katyonu (NMDG™)

Potasyum kloriir

Potasyum kloriir

Sodyum hidroksit (NaOH), Riedel-de Hiaen (Almanya)
Tris-hydroksimetil-aminomethan

Tripsin-EDTA soliisyonu (% 0,25)
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Plate Reader ve Western Blot Analiz Kimyasallari

Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium (RPMI 1640), Sigma Aldrich
(ABD)

Fetal Bovine Serum (FBS), Life Technologies (ABD)
Anthranilic acid (ACA), Sigma Aldrich (ABD)

Cumene hydroperoxide, Sigma Aldrich (ABD)

Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA), Merck (Almanya)
Ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), Sigma Aldrich (ABD)
HEPES, Sigma Aldrich (ABD)

Fura-2 AM, Invitrogen (ABD)

APOPercentage Apoptosis Kit, Biocolor (Kuzey irlanda)
Dihydrorhodamine 123 (DHR 123), Molecular Probes (ABD)
JC-1 Dye, Santa Cruz Biotechnology (ABD)

Kaspaz 3 substrat (AC-DEVD-AMC), Bachem, (Isvicre)
Kaspaz 9 (AC-LEHD-AMC) substrat, Bachem, (Isvigre)
Anthranilic Acid (ACA), Sigma Aldrich (ABD)

Cleaved caspase 3 Antibody, Proteintech (ABD)

Cleaved caspase 9 Antibody, Proteintech (ABD)

PARP1 antibody, Proteintech (ABD

3.2. Yontem

3.2.1. Deney Hayvanlari

48 adet 12 haftalik (180 - 200 gram agirliktaki) Wistar albino disi sican
Siileyman Demirel Universitesi (SDU) Deney Hayvanlari ve Tip Arastirmalari

Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilmistir. Siganlara “ad libitum” olarak
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yem ve su verilmis, hayvan refahi1 kurallar1 ve SDU Laboratuvar Hayvanlari Bakim
ve Kullanim Kilavuzu’na riayet edilmistir. Calisma SDU Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurul Baskanlig1 (Protokol No: 2015-06-01) tarafindan onaylanmustir.

3.2.2. Calisma Gruplan

Sicanlar her grupta 12 tane (n=12) olacak sekilde 4 adet grupta toplanmustir.

1. Kontrol grubu: Bu grup hayvanlarda herhangi bir PTZ enjeksiyonu
yapilmamistir ve intraperitonal plasebo (0.2 ml DMSO+0.8 serum fizyolojik) disinda

tedavi uygulanmamustir.

2. PTZ grubu: Bu gruptaki hayvanlara PTZ verilmeden 2 saat dncesinde 1
ml plasebo periton i¢i enjekte edildikten sonra iKinci saatte yine periton i¢i PTZ (60
mg/kg) uygulanarak epilepsi olusturuldu. Daha oOnceki basilmis eserlerimizde
deneysel epilepsinin PTZ enjeksiyon sonrasi ilk 5-10 dakikalar arasinda olustugunu
ve 10-30 dakikalar sonunda ¢ok siddetlendigini gbzlemledik (34,104). Bu nedenle

sicanlardan 30 dakika siire ile video kaydi alinmistir.

3. ACA grubu: ACA dolayli TRPM2 kanal blokerleri igerisinde en spesifik
olamidir. In vitro deneyler TRPM2 kanallarii1 bloke etmek igin yaygin olarak
kullanilmaktadir (68,71). Bu gruptaki hayvanlara kesilmeden 2 saat 6nce 25 mg/kg
dozunda ACA periton ici verildi (72). Iki saat sonunda siganlardan 30 dakika siire ile

video kayd1 alind1 ve bu siire sonunda anestezisi altinda kesildiler.

4. ACA+PTZ grubu: Bu gruptaki hayvanla PTZ ile epilepsi olusturmadan 2
saat once 25 mg/kg dozunda ACA periton i¢i verildi (72). PTZ enjeksiyonu sonrasi
30 dakika siire ile video kaydi alindi ve bu siire sonunda tiim siganlar anestezisi

altinda kesildiler.

3.2.3. Sican Hipokampus ve Arka Kok Gangliyon (AKG) Sinir Hiicreleri

izolasyonlar1

Kullanilan biitiin cerrahi malzemeler sterilasyona tabi tutularak islemlere

baslandi. Siganlar anestezi (intraperitonal uygulanan 5-10 mg/kg dozunda
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Xylazine, 40 — 80 mg/kg dozunda Ketamin) verilerek hayvanlar dissosiyatif anestezi
teknigiyle genel anestezi altina alinmistir. Hayvanin ayaklarma pens yardimiyla
kistirma hareketi yapilip tepkileri oOlgiilerek tepkisiz kaldigi ama kalp atislarinin
devam ettiginden emin olunur ve dekapitasyon yapildi. Ivedilikle Kolona vertebralis
bolgesi cerrahi makaslar araciligiyla alinir ve DMEM besi yeri igerisinde alttan
aydinlatmali (inverted) mikroskop altinda kas dokularindan iyice temizlendi. Kolona
vertebralis bir bistiiri araciligiyla frontalden distale simetrik bir sekilde iki es parcaya
ayrildi. Karsimiza spinal kord c¢ikacaktir. Bir pens yardimiyla spinal kord hizli bir
sekilde kaldirildi. Inter-vertebral oyuklarda karsilikli dizilmis arka kok gangliyon
nodiilleri boynu egri pens vasitasiyla taze medium igine alindi. 2,5 mg/ml dozda
kolejenaz tip-1X enzimi ile 1 saat inkiibatorde enzimatik parcaland: (64,78). Mekanik
ayristirma ise farkli kalinliktaki pipet uclarindan defalarca gecirilerek yapildi. Bu
islemlerin ardindan hiicreler derhal elektrofizyolojik kayitlar alinmak {izere patch

¢emberine konuldu.

Hipokampus izolasyonunda ise hayvanlar yukarida anlatildigi gibi anestezi
altina alindiktan hemen sonra dekapite edildi. Mikro cerrahi makas ve pens
yardimiyla serebral korteks ivedilikle ¢ikarildi. Serebral korteks bisturi yardimiyla,
beyin sapt ve serebellumdan ayrildi. Sag ve sol hemisferler korpus kallozum
hizasindan iki es parcaya boliindii. Bu asamalar neticesinde her bir hemisferde
karsimizda hilal seklinde ve diger yapilardan daha koyu renkli hipokampus belirdi.
Hipokampus Ornekleri mikro cerrahi makas yardimiyla disseke edildi ve pargalara
ayrildi. Hayvanlarin dekapitasyonunu miiteakiben uygulanan islemlerin tamami
Hank'in tamponlu tuz cozeltisi (HBSS) i¢inde gergeklestirildi (64,95). Mekanik
parcalanma siirecini takiben enzimatik pargalanma asamasina gegcildi (37 °C’lik
calkalamal1 su banyosunda 30 dakika boyunca tripsin ile inkiibe edildi ve her 10
dakikada bir alt-iist edildi). Hiicreler enzimatik par¢alanma siireci sonrasinda
santrifiij edilerek (5 dakika 500 g'de) supernatant atildi ve 2 kez HBSS ile yikama
islemi yapildi.
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3.2.4. Elektrofizyoloji (Patch — Clamp) Analizleri

AKG hiicreleri Patch-Clamp setinde bulunan pipet tutucu ve yiikselteg (EPC
10 USB — HEKA Almanya) ile bagh bulunan pipet ve i¢indeki elektrot yardimiyla
tiim hiicre konfigiirasyonunda kayitlar alinarak ilgili yilikselte¢ bilgisayar yazilimi
yardimiyla degerlendirildi. Hiicrelerin i¢inde bulunan ¢embere herhangi bir sicaklik
degisimi yapilmamis olup hiicreler normal oda sicakliginda kayit islemine tabi
tutuldu. Deney esnasinda hiicrelerden kayit alinabilmesi i¢in kullanilan pipetler,
borosilikat cam tiiplerden (dis ¢ap: 1,5 mm, i¢ ¢ap: 0,86 mm, uzunluk: 100 mm)
“pipet puller” (Sutter Instrument) yardimiyla 1s1 altinda ¢ekme islemi uygulanip elde
edildi.

Kayit alinan dort grup igin pipet i¢i normal hiicre i¢i esdegeri tampon ile
dolduruldu. Pipet igerisinde hava kalmamasi igin pipet ucu kirtlmayacak sekilde
pipet sarsildi. Mikropipet kayit elektrotu mikropipetin igerisine gelecek sekilde pipet
tutucu takilip sabitlendi. Kiiltiir kab1 igerisinde bulunan AKG hiicreleri patch-clamp
¢emberi igerisinde bulunan hiicre dis1 esdegeri tampona eklendi (12,13). Pipet
tutucuda bulunan mikropipet ¢ember igine daldirildi. Bilgisayar yazilimi iizerinden
pipetin direncinin 3-7 MQ olup olmadigi bakildi. Bu degerler disinda ise pipet
degistirildi. Pipet uygun degerlerde ise pipet invert mikroskop altinda hiicre ile temas
ettirildi. Pipete hafif bir vakum uygulanarak pipetin ucundaki hiicre zar1 bdlgesinin
hiicreden kopmadan pipet igine girmesi saglandi ve “gigaseal” (1-10 GQ) adi verilen
pipetin hiicreye miihiirlenmesi olay1 beklendi. Bu olustuktan sonra hiicre zar
potansiyeli yazilim yardimiyla -60mV’a sabitlenip tiim hiicre konfigiirasyon ayarlari
secildi. Daha sonra bir kez daha vakum yapilarak pipet i¢cindeki miihiirlii hiicre zar

kisminin pargalanip pipetle hiicre i¢in ayn1 ortamda olmasi saglandi.

Patch-pipeti yardimi ile TRPM2 kanal agict (ADPR ve 1 mM) hiicreler
icerisine gonderildi (64). TRPM2 kanallarinin aktivasyonundan sonra kanal aktivitesi
ve akim degiskenligi belirli bir platoya ulasincaya kadar beklenildi. Plato
olustugunda ise TRPM2 blokorii olarak bildirilen 0,025 mM konsantrasyonundaki
ACA perfiizyon sitemi ile ¢embere gonderildi (78). Son olarak hiicrelerimizin
canliligindan emin olmak {izere NMDG™ hiicre dis1 esdeger tampon ¢ozelti cembere

gonderilerek kayda devam edildi. Canliligi devam eden hiicrelere uygulanan
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kimyasallarin (ACA ve NMDG") peristaltik pompa ile yikanarak uzaklagtirilmast ile
kayit sonlandirildi.

3.2.5. Hiicre ici Kalsiyum Ca*? Sinyali Analizleri

Noéron hiicreleri izole edildikten sonra hiicre kiiltiiriine alind1 ve Ca*? sinyali
calismalarinda kullamldi. Hiicre ici kalsiyum konsantrasyonlarinin [Ca*?]; tayini igin

oda sicakliginda 45 dakika siireyle 4uM fura—2 AM ile yiiklendi (78).

Boyanma igleminden sonra yikamaya tabi tutulan hiicreler 37 °C'de prob de-
esterifikasyona tabi tutuldu (78) ve sonrasinda manyetik olarak karistirilan, seffaf
kiivetlere hiicre yogunlugu 2x10° olacak sekilde floresans spektrofotometre (Cary
Eclipsys, Varian Inc, Sydney, Avustralya) haznesine yerlestirildi. Hiicre i¢i serbest
Ca*? iyon konsantrasyon diizeyi [Ca*?]; degisimleri bilgisayar ekraninda 340 nm/380
nm eksitasyon, 505 nm emisyon dalga boylarinda yaklasik 100 saniye siireyle kayit
alindi. Dort gruba ait TRPM2 kanal aktivasyonu araciligiyla Ca*? akisi cumene
hyroperoxide (CPx, 1 mM) stimiilasyonu ile gerceklestirildi. CPx, kayit baslandiktan
20 sn sonra kiivete ilave edildi ve toplam 80 sn siireyle kanalin aktivasyon durumu
incelendi. TritonX ‘in 450. sn’de kiivete ilavesiyle hiicre i¢i kalsiyum depolar1 da
dahil olmak {izere biitiin hiicrelerin membranlar1 pargalandi ve maksimum deger
belirlendi. EGTA (500. sn) ile aciga ¢ikan kalsiyum selatlanarak minumum deger
bulundu. Bu degerler Grynkiewicz ve arkadaslarmin (105) gelistirdigi formiilde

yerine yazilarak hiicre i¢i kalsiyum diizeyleri gruplar arasinda degerlendirildi.

3.2.6. Hiicre Canlihig1 (MTT) Analizi

MTT analizinde, sar1 renkte olan 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide maddesi canli hiicreler tarafindan mitokondriyal
solunum yolu ile mor renkli formozan kristaline doniistliriilmektedir. Eger hiicreler
canli degilse bu reaksiyon ger¢eklesmez. Renk olusumu da spektroflorometrik
yontemle niceliksel kolorimetrik temelde degerlendirildi (106,107). MTT boyasi (0,5
mg/ml dozda) ile hiicre soliisyonu 37 °C'de 90 dakika karanlikta inkiibe edildi.

Ardindan, siipernatant uzaklastirildi ve formazan kristallerini ¢6zmek icin DMSO
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eklendi. Islemler iki kere yapildi. Bir coklu kuyucuk okuyucu (plate reader) (Infinite
pro200; Tecan Austria GmbH, Groedig, Avusturya) (78) kullanilarak her bir
kuyucuk i¢in ayni absorbans degerleri (490 ve 650 nm) kullanilarak hiicre canlilig1

analizi tamamlandi ve veriler, kontrole kiyasla hesaplanarak degerlendirildi.

3.2.7. Hiicre I¢i ROS Uretimi Tayini

Hiicre i¢i ROS {iretimi ¢oklu kuyucuk okuyucu (Pleate reader, infinite pro200
marka, Avusturya) ile yapilmistir. DHR 123, hiicre zarina kolayca niifuz edebilen
floresans olmayan, yiiksiiz bir boyadir. Hiicrenin igerisine girdikten sonra DHR 123,
oksidasyon {izerine floresans 6zellikli bir boya haline gelir ve rodamin 123 (Rh 123)
tiretir; floresans miktar1 ROS {iretimi ile orantilidir. Bu oksidasyon sirasinda yaglarin
oksidasyonu ile olusmus hiicre icerisindeki serbest oksijen radikallerinin miktar
Olciilebilmektedir. Ne kadar ¢ok floresans yayilirsa o kadar serbest oksijen
radikalinin varligin1 gostermektedir (108). Rh123'in floresans yogunlugu, coklu
kuyucuk okuyucu (Infinite Pro200) icinde Olgiilmiistiir. Eksitasyon 488 nm'de ve
emisyon 543 nm'de (64) olarak belirlendi. Veriler, kontrole kiyasla hesaplanarak

degerlendirildi.

3.2.8. Mitokondriyal Membran Depolarizasyon Tayini

Hiicreler, daha once yaptigimiz ¢alismalarda tarif edildigi gibi (1,2) 37 °C'de
15 dakika siireyle 1puM JC-1 ile inkiibe edildi. Katyonik bir boya olan JC-1,
mitokondride potansiyele bagimli birikimi gosterir. Kirmizi-yesil floresans
yogunlugu oraninda Ki azalma mitokondri depolarizasyonunu gosterir (109,110).
Yesil JC-1 sinyali, 485 nm eksitasyon dalga boyunda ve 535 nm emisyon dalga
boyunda, JC-1 kirmizi sinyali 540 nm eksitasyon dalga boyunda ve 590 nm emisyon
dalga boyunda o6lciildii. Floresans degisiklikleri ¢oklu kuyucuk okuyucu (Infinite
pro200; Tecan Austria GmbH, Groedig, Avusturya) kullanilarak analiz edildi.
Veriler, kontrole kiyasla hesaplanarak degerlendirildi (78).
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3.2.9. Apoptoz ve Kaspaz Analizleri

Apoptoz testi, APOPercentage apoptozis kiti Biocolor Ltd. (Kuzey irlanda)
ile baska ¢alismalarda da (64,78) anlatilan talimatlara uygun olarak gergeklestirildi.
Bir apoptotik hiicre membran1 asimetrisini kaybettiginde, APOPercentage boyasi
aktif olarak apoptotik hiicreleri kirmizi renkte boyayarak hiicre i¢ine taginir, bdylece
apoptozun spektrofotometre cihazi ile saptanmasina izin verir. Kaspaz 3 ve kaspaz 9
aktivitelerinin belirlenmesi daha dnce bildirilen bir yontem (78,110) temel alinarak
yapilmistir. Kaspaz 3 substrati (AC-DEVD-AMC) ve kaspaz 9 substrati (AC-LEHD-
AMC) boliinmeleri 360 nm eksitasyon ve 460 nm'de emisyon dalga boyu ile ¢oklu
kuyucuk okuyucu (plate reader, Infinite pro200) ile Sl¢iilmiistiir. Veriler, floresan

birim/mg protein olarak kontrole kiyasla hesaplanarak degerlendirildi.

3.2.10. Western Blot Analizleri

Hipokampus o6rneklerinde Western Blot deneyi i¢in takip edilen biitiin
islemler standart prosediirlere uygun olarak yapildi. B-aktin, PARP1, kaspaz 3 ve
kaspaz 9 protein ekspresyonlart icin Ornekler enzim inhibitorleri kullanilarak
hazirlanmis lysis buffer icerisinde mekanik parcalama ve sonikasyon islemleri
uygulanarak homojenize edildi. 12000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edilen
hipokampal hiicrelerinin iizerinden silipernatant uzaklastirildi. Total protein miktari
Bradford yontemine gore belirlendi. Immunoblottlama icin %6 ile %13 arasinda
degisen konsantrasyonlarda Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel (SDS-
Page) hazirland1 ve jellere esdeger protein (her 6rnekten + 30 pg) yiiklemesi yapildi.
Elektroforez islemi ardindan jeller nitroseliiloz membranlara transfer edildi. Oda
sicakliginda 1 saat boyunca %5 yagsiz siit tozu (Pinar, Tiirkiye) ve %1 Tween 20
iceren Tris Buffered Saline (TBS) ile bekletildi ve 3 defa 5 dakika siireyle TBST
buffer ile yikandi. Daha sonra membran primer [Caspase 9/p35/p10 Polyclonal
Antibody (Proteintech, ABD); Caspase 3, pl7-specific Polyclonal Antibody
(Proteintech, ABD); Beta Actin Polyclonal Antibody (Abcam Biochemicals,
Ingiltere); PARP1 Polyclonal Antibody Proteintech, ABD)] ve sekonder antikor
(Amersham ECL Rabbit IgG, HRP-linked whole Ab, ingiltere) ile inkiibe edildi.
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Islem sonunda B-aktin, PARP1, aktif (boliinmiis) kaspaz 3, aktif (boliinmiis) ve
kaspaz 9 proteinlerine ait ekspresyon caligmalarinda elde edilen bantlar, hassas jel

goriintiileme cihaz1 (Syngene G:Box, Ingiltere) kullanilarak gériintiilendi (78).

3.2.11. Beyin Elde Edilmesi ve Homojanat Hazirlanmasi

Beyin orta diizliikkten boliindiikten sonra korteks disartya ¢ikarildi. Beynin
¢ikarilmasina miiteakiben beyin korteksi elde edildi. (35). Beyin korteksi soguk
Serum fizyolojik ile iki kez yikandiktan sonra cam siselere alind1 ve etiketlenerek
derin dondurucuda (-33°C) en fazla 2 hafta olacak sekilde saklandi. Tartimdan sonra
beynin yaris1 buzun iizerine konarak makas yardimiyla kiigiik parcalara ayrilarak
1/10 oraninda soguk Tris-HCI (50 mM, pH 7,4) ile seyreltilip ultrasonik
homojenizator kullanarak homojenize edildi (2 dakika ve 1500 g). Biitiin islemler

buz altinda yapilip antioksidan analizlerinde kullanildu.

3.2.12. Antioksidan Analizleri

3.2.12.1. GSH ve GSH-Px Analizleri

Beyin korteksi ve hipokampus GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk
(112) tarafindan bildirilen yonteme gore spektrofotometrede belirlendi. Oda 1s1sinda
5 sn beklendi. Olusan sar1 renk, saf tampona karsi spektrofotometrede 412 nm dalga

boyunda okundu.

Beyin korteksi ve hipokampus GSH diizeyleri Sedlak ve Lindsay’in
bildirdikleri yonteme gore spektrofotometre cihazi ile 412 nm dalga boyunda
belirlendi (113).

GSH-Px ve GSH analizleri ile ilgili detayli bilgiler daha onceki

caligmalarimizda mevcuttur (34-36).
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3.2.12.2. Lipit Peroksidasyon (MDA) Analizi

Hipokampus ve beyin lipit peroksidasyon diizeylerinin belirlenmesi, Placer
ve ark. (114) bildirdikleri yonteme gore tiyobarbitiirik asit (TBARS) reaksiyonu ile
son derece hassas bir spektrofotometrede (Schimadzu, UV-1800, Japonya) 532 nm
dalga boyunda yapildi. MDA analizleri ile ilgili detayli bilgiler daha oOnceki

caligmalarimizda mevcuttur (34-36).

3.2.12.3. Beyin Korteks Beta Karoten, A ve E Vitamini Analizleri

A vitamini (retinol) analizleri Suzuki ve Katoh (115) tarafindan tarif edilen
metodun modifikasyonu ile yapilirken E vitamini (a-tokoferol) analizleri Desai (116)
tarafindan belirtilen metodun modifikasyonu ile yapilmistir. Bu amacla, 250 mgr
beyin dokusu alinarak su banyosunda 2-3 dakika isitilmistir. Daha sonra tizerlerine
0,3 ml doymus (% 60) KOH ilavesi ile kirmizi renk olusmustur. Daha sonra {izerine
oksidasyon onlemek amaciyla etanolda hazirlanmig 1 ml antioksidan 6zellige sahip
pregallol asit eklenip, 70°C’de 30 dakika 1sitilarak sabunlastirildi. Ornekler buz
tizerinde sogutulduktan sonra tizerlerine 1 ml su ve 1 ml n-hekzan eklenip fazlarin
ayrilmasi i¢in 10 dakika beklendi. A vitamini i¢in, iistte olusan n-hekzan ekstratindan
0,5 ml’lik bir kism1 alinarak spektrofotometrede 325 nm dalga boyunda absorbansi
olgiildii. Kor olarak 0.5 ml saf hekzan temiz bir tiipe konuldu. Standart olarak 0,5 ml
saf hekzan iizerine 1 mikromol E vitamini (a-tokoferol) eklendi. Daha sonra kor,
standart ve Ornekleri igeren tiiplerdeki hekzan iizerine reaktantlar (demir kloriir ve
orto fosforik asit) eklenip vorteksde Karistirildi. Olusan kiremit kirmizist renk E
vitamini degerleri olarak kabul edildi ve 535 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Schimadzu, UV-1800, Japonya) okundu. Standart olarak hekzanda ¢oziilmiis retinol

ve a-tokoferol ¢ozeltileri kullanilmistir.

Beyin homojenatindaki fB-karoten diizeyleri daha oOnce aciklandig
yontemdeki gibi yapildi (115). Beyin 6rnekleri dondurucudan c¢ikartilarak erimesi
sagland1. 1 ml n-hekzan ve 250 mgr beyin 6rnegi karistirildi. Ustteki hekzan fazindan

0.5 ml temiz bir tiipe alinarak gerekli reaktanlar {izerine konulduktan sonra kore (saf
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hekzana) karsi spektrofotometrede 453 nm dalga boyunda absorbans degerleri
olgildi.

3.2.13. Epilepsi Atak Baslangic¢ Siirelerinin Belirlenmesi

Sicanlara PTZ enjekte edilmeden Once epilepsi kayitlarinin alinacagi genis
Olciilerdeki tistii acik cam kap igerisine konuldular ve kamera ile 30 dakika siire ile
kamera kayitlar1 alindi (iistte kamera ve altta seffaf 2x2 m seffaf cam havuz
igerisinde). Gerekli analizler yapilarak hem go6zlemsel ve hem de bu analiz

sonuglarma gore atak baslangig siireleri gézlendi (35,104).

3.3. istatistiksel Analizler

Veriler, SPSS istatistik programi (stirim 17.0, yazilim, SPSS, Chicago, IL)
kullanilarak analiz edildi. Tiim sonuglar, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade
edilmistir. Varyans analizi (ANOVA) ve eslenmemis Mann-Whitney U-testi yapildi
ve p degerlerinin 0.05°den kiigiik ve esit oldugu kabul edildi. Anlamli degerler, en

diisiik 6nemlilik farki testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hipokampus Hiicre I¢i Serbest Ca*2 ([Ca*?]i) Diizeyleri

PTZ ile epilepsi olusturulan sigan hipokampus sinir hiicreleri hiicre i¢i serbest
Ca*? diizeyleri ([Ca'?];) iizerinde TRPM2 kanal blokeri ACA’nin etkisi ¢izgi grafigi
olarak sekil 4.1.1 (A) gosterilirken, hiicre iceresine Ca*? akis1 kolon grafigi olarak

4.1.1 (B) de gosterilmistir.

A 1200
— (1) Kontrol 3
—(2) ACA
1000 -+ ——(3)PTZ /
(4) ACA+PTZ
800
e 4
9". _E
5]
= £ 600 -

A00 - / 1
/—_—?
200 - CHPx-) e

1 11 21 31 41 1 61 71 81 91

Zaman (Saniye)

==}

50000 - a,b
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20000 -+

10000

Hl‘.'il:rei;i Serbest Ca** Konsantrasyonu

Kontrol ACA PTZ ACA+PTZ

Sekil 8. PTZ ile epilepsi olusturulan sigan hipokampus sinir hiicreleri hiicre igi
serbest Ca*? diizeyleri ([Ca*?]i) lizerinde TRPM2 kanal blokeri ACA’nin etkisinin gizgi (A)
ve kolon (B) grafigi olarak gosterimi (ortalama+ standart sapma ve n=12). (*p<0,001 ve
kontrole kiyasla. ®p<0,001 ve ACA grubuna kiyasla. °p<0,001 ve PTZ grubuna kiyasla).
(Cumene hyroperoxide (CPx ve 1 mM).
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Sekil 8 (A) ve (B) incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla, epilepsi
olusturulmayan siganlarin hipokampus sinir hiicrelerinde (ACA grubu), [Ca™?;
yogunlugunun belirgin bir sekilde (p<0,001) azaldig1 gézlendi. Bununla birlikte, hem
kontrol (p<0,001) ve hem de ACA grubuna (p<0,001) kiyasla, epilepsi olusturulan
(PTZ) grupta, [Ca™?]i yogunlugunun &nemli diizeyde (p<0,001) arttign gdzlemlendi.
Epilepsi olusturulmadan 6ncesi uygulanan TRPM2 kanal blokeri (ACA) tedavisini
takip eden epilepsi olusturulmasi ile [Ca™?]; yogunlugunun belirgin diizeyde azaldig1
gozlendi. Diger bir ifade ile ACA+PTZ grubuna kiyasla sadece PTZ grubunda
[Ca*?]i yogunlugunun ¢ok énemli diizeyde (p<0,001) azaldig1 gézlemlendi.

4.2. Patch-Clamp Analiz Sonuclar:

4.2.1. Kontrol Kayd: Sonucu

Iyon kanallar1 arastirmalarinda en uygun metotlardan bir tanesi patch-clamp
teknigidir. Bu teknik vasitasi ile mikroskop altinda tek bir hiicrede bir¢ok kanalin bir
anda agilma veya kapanma mekanizmalar1 incelenebilecegi gibi (6rnegin tiim hiicre
kaydi teknigi), hiicre zarmin disar1 alinmasi ile sadece bir kanaldaki degisiklikleri
(tekli kanal kaydi) aragtirabilmek miimkiindiir. Patch-clamp kayitlar1 1-3 giinliik
yavrulardan elde edilen ve hiicre kiiltiiri ortaminda gelisebilen hipokampus kiiltiirii
orneklerinde kolayca uygulanabilmektedir. Fakat, gelisimini tamamlayan
hipokampus sinir hiicre 6rnekleri patch pipetinin u¢ kismina (1-5 puM) kiyasla ¢ok
kiiciiktiirler. Bu nedenle, patch-clamp kaydi alabilmek i¢in gerekli olan Gega seal
(Gega ohm) olusturabilmek i¢in gerekli olan emdirme olay1 sirasinda erigkinlerden
elde edilen hipokampus sinir hiicreleri pipet ucu tarafindan yutulmaktadir ve patch
kayd: alinamamaktadir. Fakat AKG sinir hiicreleri eriskin hipokampus sinir
hiicrelerine kiyasla biiylik oldugu icin rahat bir sekilde patch kayitlar

alinabilmektedir. Bu nedenle, patch kayitlart AKG sinir hiicrelerinde alinmustir.
Sekil 9 da gorildigi gibi ADPR uyarisi veya ACA inhibisyonu
yapilmaksizin AKG hiicresinden alinan kayitlarda, akim olusmayip, diiz bir kayit

alinmistir. Kontrol kayitlarina ait olan akim yogunlugu degerlerinin ortalamasi 2,41

pA/pF (n=12) olarak hesaplanmistir (Sekil 4A).
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Sekil 9. ADPR ile uyarim yapilmamis sigan AKG hiicrelerinden patch-clamp
yontemiyle TRPM2 kanallarindan alinan tiim-hiicre kaydi (W.C. tiim hiicre).

4.2.2. ADPR uygulanmasi ile TRPM2 Kanal Aktivasyonu

Sekil 10 da gosterilen kontrol grubu kaydinda sadece hiicre i¢i ADPR (1 mM)
ile uyarim sonucunda yaklasik 150-200 saniyeler arasinda negatif yonde akimin
arttigl gézlemlenerek TRPM2 katyon kanallarinin 0,73 nA seviyelerinde agildigi
gozlemlenmis. Kanallar agildiktan sonra, grafigin diizlesmesi (plato olusumu)
gbzlemlendikten sonra (500-600 saniyeler arasi), kanallar1 inhibe etmek i¢cin ACA
(0.025 mM) verilmistir. Patch ¢emberindeki ACA (0,025 mM) peristaltik pompa
yardimu ile yikanarak uzaklastirildiktan, higbir sey verilmeden pipet igerisinde hiicre
i¢i tamponda mevcut iken kanal a¢ilmasi beklenmistir. Bu ikinci agilisi inhibe etmek
icin tekrar ACA verildiginde kanal akimlarimin azaldigi ve kanalin kapandigi
gozlemlenmistir. Sadece TRPM2 ye has bir kanal blokeri olmayan ACA TRPM2
kanalini tamamen kapatmadigi i¢in, bu uygulamalarin en sonunda kanallarin
tamamen kapatilmasi i¢in ¢embere Na* yerine kullamlan ve kanali Ca*? baglayici

olarak bilinen NMDG" katyonu igeren hiicre dis1 sivi verilmistir.

Akim Onceki seviyelere yakin geldiginde kapandigi varsayilmis, sonrasinda
yukarida anlatilan basamaklar tekrar uygulanip birbirine paralel grafik elde edildigi
gbzlemlenmistir. Buna bagli olarak sabit voltaja gore akimin degisimi grafigi Sekil
10’da I-V grafigi olarak da gosterilmistir. Yani 10 ile 1-V grafigi aym kaydin farkli
iki gosterimidir. Kontrol+ADPR grubu kayitlarina ait olan akim yogunlugu
degerlerinin ortalamast 110,73 pA/pF (n=8) olarak hesaplanmistir (Sekil 10). Bu
degerler, kontrol+ADPR grubuna kiyasla, PTZ+ADPR grubunda 6nemli diizeyde
yiiksek bulundu (p<0,001).

46



0,0
0,14
-0,2 -
-0,3.'

-0,4 4

[ (nA)

-0,6 4

0,74

-0,9

-0,5 -

-0,8 4

l L] L]
O]

e NMDG
ADPR

@

0

L)
200

L)
400

L) L) M L) M L) v
600 800 1000 1200

Time (s)

Sekil 10. ADPR ile uyarim yapilmis fakat PTZ ile epilepsi olusturulmayan AKG
noronlarindan patch-clamp yontemiyle TRPM2 kanallarindan alinan tiim-hiicre kaydi. (W.C.

tliim hiicre).
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Sekil 10 (I-V). Yukaridaki (2.2) ayn1 kaydin akim voltaj (I-V) kaydi degisikligini
gosteren grafik. Her iki grafik igin, (1) ADPR ile TRPM2 kanallarinin ag¢iligini, (2) NMDG*

ile kanallarin kapanisinin gosterimi.
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4.2.3. PTZ Grubu Kaydi Sonucu

PTZ ile epilepsi olusturulmus grubun AKG hiicrelerinin patch-clamp
analizleri sirasinda ADPR ile uyarimi neticesinde, TRPM2 kanalinin, kontrol+ADPR
grubuna (Sekil 11) kiyasla ¢ok daha fazla acildigi ve akim zaman grafiginde de
goriildiigli lizere biyopotansiyel akim degisiminin 1.15 nA seviyelerinde seyrettigi
belirlendi (Sekil 11). PTZ+ADPR grubundaki bu ac¢ilmanin kapasitans degerlerinin
134,44 pA/pF oldugu gozlemlenmistir ve bu degerin kontrol grubuna (110,73 pA/pF)
kiyasla istatistiksel olarak Onemli (p<0,001) diizeyde yiliksek oldugu
gozlemlenmistir. Bunun sebebi olarak ise epilepsiin neden oldugu oksidatif stresin
hiicre ici serbest radikallerin ¢cogalmasina bagli olarak, TRPM2 kanali ¢ok daha fazla
acilmasina sebep oldugu goriilmektedir. Kayit alma sirasinda akimin bir platoya
ulastig1 saniyelerde ACA (0,025) verilmis ve TRPM2 kanalinin biiyiik oranda
kapanmustir. Tam kapatma ise NMDG™" 1i tampon ile saglanmustir. Yine akim zaman
grafigi ile birlikte ayn1 6l¢iimiin akim voltaj grafigi de verilmistir [Sekil 11 (I-V)].
Bu I-V grafiginde verilen 1 ve 2 numarali hiperbol egrileri ise sirasiyla ADPR nun
agtigi ve NMDG" nin kapattigi seviyeleri gostermektedir ve akimin voltaja gore

degisimini gostermektedir.

PTZ+ADPR grubu kapasitans ortalama degerine (134,44 pA/pF) kiyasla,
PTZ+ACA+ADPR (21.99 pA/pF) gruplarinin kapasitans degerlerinin 6nemli
diizeyde (p<0,001) azaldig1 gézlemlendi.
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Sekil 11. PTZ grubunun sonra ADPR ile uyarim yapilarak sinir hiicrelerinde patch-
clamp yontemiyle TRPM?2 kanallarindan alinan tiim-hiicre kaydi. (W.C. tiim hiicre).
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Sekil 11 (1-V). Yukaridaki (4C) patch-clamp kaydinin akim-voltaj I-V degisikligini
gosteren grafik. Her iki grafikte igin, (1) ADPR ile TRPM2 kanallarimin agilisini, (2)
NMDG?" ile kanallarin kapanisinin gosterimi (W.C. tiim hiicre).
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4.2.4. Epilepsi olusturmayip sadece ACA tedavisi alan sican patch-clamp

sonuclari

ACA grubunda hayvanlara kesilmeden 2 saat dnce 25 mg/kg dozunda ACA
periton i¢i verildi fakat PTZ ile epilepsi olusturulmadi. Sonrasinda bu gruptan alinan
kayitlarda (Sekil 4D), AKG noronlar patch-clamp teknigi yardimiyla yine ADPR ile
uyarim yapilmis, uzun siire bekletilmesine ragmen, kontrol kaydina benzer sekilde
akimda herhangi bir degisiklik olmamaistir. Bu durum ACA nin TRPM2 kanal blokeri
ozelliginden kaynaklandig1 diisiiniilebilir. ACA grubu kayitlarina ait olan akim
yogunlugu degerlerinin ortalamast 29.59 pA/pF (n=4) olarak hesaplanmistir (Sekil
12). Bu degerler, PTZ+ADPR grubuna kiyasla, ACA+PTZ+ADPR grubunda énemli
diizeyde diistik bulundu (p<0,001) (14).

D W.C. e NMDG
B:0:= ADPR
— ’ —/-
= ﬂ/
S
- 0.2 ————— 11—
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Sekil 12. ACA grubunun ADPR ile uyarim yapilarak AKG hiicrelerinden patch-
clamp yontemiyle TRPM2 kanallarindan alinan tiim-hiicre kaydi (W.C. tiim hiicre).

4.2.5. Epilepsi Olusturmadan Once ACA Tedavisinin Patch-Clamp

Sonugclar1 Uzerine Etkisi

ACA grubunda hayvanlar kesilmeden 2 saat 6nce 25 mg/kg dozunda ACA
periton igi verildi ve sonrasinda PTZ ile epilepsi olusturuldu. ACA+PTZ grubunda
AKG hiicrelerinden alinan kayitlarda patch-clamp teknigi yardimiyla 1 mM ADPR
ile uyarim yapilmis ve TRPM2 kanalinin agilmadigr gozlemlenmistir (Sekil 13).
Buradan PTZ ile epilepsi yapilmis sicanlarda ACA’in TRPM2 katyon kanallari
acmayacak Ol¢lide koruyucu etkisi oldugu gozlemlenmektedir. PTZ+ACA grubu
kayitlarina ait olan akim yogunlugu degerlerinin ortalamasi 15,24 pA/pF (n=4)
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olarak hesaplanmistir (Sekil 13). Kontrol, kontrol+ADPR, kontrol+ADPR+ACA ve
PTZ gruplarina kiyasla, ACA+PTZ grubunda bu akim yogunluklar1 6nemli diizeyde
diisiik bulundu (p<0,001) (Sekil 13).

= W-‘C- «= NMDG
0,0 ADPR
2 e
=
-0,2 ' " T o T - T N T - T . 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Time (s)

Sekil 13. ACA+PTZ grubunda AKG hiicreleri ADPR ile uyarim yapilarak
hiicrelerden patch-clamp yontemiyle TRPM2 kanallarindan alinan tiim-hiicre kaydi (W.C.
tiim hiicre).
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4.3. Hiicre Canlihg ve Apopitozis Sonuglari

Apopitozis programli hiicre 6limii demektir. Apopitozis ’in baslica 3 yolagi
bulunmaktadir. Bunlar, ekstrinsik yol, intrensik yol ve Ca*? bagimli yoldur (99). Bu
yolaklarda énemli bilesenler kaspaz 3 ve kaspaz 9 dur. Asir1 hiicre i¢i [Ca*?]; diizeyi
artisina bagh olarak, mitokondriyal zarlar artisinin ROS iiretimi artisinin yani sira
kaspaz yolaklarin1 aktive ederek, apopitozisi artirirken, hiicre canliligt (MTT)
degerlerini azaltmaktadir. Epilepsi de hiicre igi serbest [Ca™]i diizeyi artismi
gozleyince, apopitozis, MTT, kaspaz 3 ve 9 degerlerini aragtirmayi amagladik.
Apopitozis diizeyleri Apopercantage ticari kiti kullanilarak yapilirken, kaspaz 3 ve
kaspaz 9 floresan 1g1k yayan substratlari (AC-DEVD-AMC Kaspaz-3 ve AC-LEHD-
AMC Kaspaz-9 i¢in) kullanilarak yapilmistir. Hiicre canlilig1 analizleri ise MTT testi
kullanilarak yapilmistir.
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Sekil 15. PTZ ile Epilepsi olusturulan sican hipokampus apoptozis ve hiicre canliligi
(MTT) degerleri tizerinde TRPM2 kanal blokeri ACA’nin etkisi (ortalama+ standart sapma
ve n=12). (%p<0,05 ve °p<0,001 kontrole kiyasla. °p<0,001 ve 9p<0,001 ACA grubuna
kiyasla. ®p<0,001 ve PTZ grubuna kiyasla).

Apopitozis ve MTT sonuglar1 Sekil 15 de gosterilmistir. Kuyucuk okuyucu

(Plate reader) de belirlenen optik yogunluk absorbans degerleri kontrole kiyasla misli

artis seklinde belirtilmistir. Protein diizeyleri spektrofotometre cihazi (Shimadzu,
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UV-1800) kullanilarak Bradford yontemine goére yapilmistir. Kontrol grubuna
kiyasla, ACA grubunda apopitozis degerlerinin 6nemli diizeyde (p<0,001) azaldig1
gozlenirken, MTT degerlerinin 6nemli diizeyde (p<0,001) yiiksek oldugu gozlendi.
Bunun ile birlikte, epilepsi olusturulmasi ile (PTZ grubunda) apopitozis degerleri
onemli diizeyde arttig1 gozlenirken (p<0,001), MTT degerlerinin 6nemli diizeyde
(p<0,001) azaldig1 gdzlemlendi. Ilave olarak, ACA ile tedavi grupta apopitozis
degerlerinin O6nemli diizeyde azaldigi goézlenirken (p<0,05 ve p<0,001), MTT
degerlerinin ise arttigt gozlemlendi. Diger bir ifade ile, PTZ grubuna kiyasla
ACA+PTZ grubunda, apopitozis degerleri dnemli diizeyde azaldigi gozlenirken
(p<0,05 ve p<0,001), MTT degerlerinin 6nemli diizeyde (p<0,05 ve p<0,001) artarak

kontrol degerlerine yaklastig1 gézlemlendi.

4.4, Mitokondriyal Zar Depolarizasyon ve Hiicre Ici ROS Uretimi

Sonuglar

Sekil 16 da goriilen sonuglarda epilepsi olusturulan siganlardan elde edilen
hipokampal noronlarin kontrol grubuna kiyasla, ACA grubunda mitokondriyal zar
depolarizasyon (JC-1) ve ROS diizeylerinin diizeyi istatistiksel olarak 6nemli 6lgiide
(p<0,05) diisiik bulunurdu. Bununla birlikte, kontrol ve ACA gruplarina kiyasla, PTZ
grubunda, JC-1 ve ROS diizeylerinin 6nemli diizeyde (p<0,001) arttig1 gdzlemlendi.
PTZ grubuna kiyasla, ACA+PTZ grubunda JC-1 ve ROS diizeylerinin 6nemli
diizeyde (p<0,001) azaldig1 gozlemlendi. Bu sonuglar, epileptik sigan hipokampal
noronlart mitokondriyal zar depolarizasyon (JC-1) ve hiicre igi ROS iiretimi
degerlerinin epilepsi olusumu ile 6nemli diizeyde arttifi gozlemlenirken, ACA
grubunda bu degerlerde azalma gozlenmesinin TRPM2 kanalinin 6nemli bir roliiniin

oldugunu gostermistir.
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Sekil 16. PTZ ile Epilepsi olusturulan sican mitokondriyal zar depolarizasyon (JC-1)
ve hiicre i¢i ROS iiretimi tizerinde TRPM2 kanal blokeri ACA’nin etkisi (Ortalama+ standart
sapma ve n=12). (3p<0,05 ve °p<0,001 kontrole kiyasla. ®p<0,001 ACA grubuna kiyasla.
9p<0,001 ve PTZ grubuna kiyasla).

4.5. Kaspaz 3 ve 9 Aktivitesi Sonuclari

Apopitotik yolagin gostergelerinden olan kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivite
sonuclar1 Sekil 17 de gosterilmistir. Kontrol ve ACA gruplar1 arasi kaspaz 3 (p<0,05)
ve kaspaz 9 (p<0,01) aktiviteleri bakimindan farklilik gozlenmedi. Epilepsi
olusturulmasi ile (PTZ grubunda) kaspaz 3 ve 9 degerlerinin 6nemli diizeyde arttigi,
ACA ile tedavi edilen grupta (ACA+PTZ grubunda) ise 6nemli diizeyde azaldigi
gozlendi (p<0,01), MTT degerlerinin 6nemli diizeyde (p<0,05) artarak kontrol

degerlerine yaklastig1 gézlemlendi.
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Sekil 17. PTZ ile Epilepsi olusturulan sigan kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitesi iizerinde TRPM2
kanal blokeri ACA’nin etkisi (ortalama+ standart sapma ve n=12). (®p<0,05 ve ?p<0,01 kontrole ve
ACA gruplarina kiyasla. °p<0,01 ve PTZ grubuna kiyasla).

Kontrol grubuna kiyasla PTZ grubunda kaspaz 3 ve 9 aktivite degerleri
onemli diizeyde (p<0,001) arttig1 gozlendi. Bununla birlikte, ACA ile inkiibe edilen
PTZ grubu (PTZ+ACA) hipokampal sinir hiicresi kaspaz 3 ve 9 aktivite degerleri
onemli diizeyde azaldig1 gozlemlendi (p<0,05 ve p<0,001). Benzer sekilde ACA ile
tedavi edilen siganlara sonradan epilepsi olusturulmasi ile de MTT degerlerinin

azaldig1 gozlemlendi (p<0,05 ve p<0,001).

4.6. Western Blot Analiz Sonuclari

4.6.1. Kaspaz 3 ve 9 Ekspresyon Sonuclari

PTZ ile epilepsi olusturulan sigcan hipokampus kaspaz 3 ve 9 ekspresyon
diizeyleri lizerinde TRPM2 kanal blokeri ACA’nin etkisi Sekil 18 de gosterilmistir.
Bu sonuglar incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla PTZ grubunda kaspaz 3 ve 9
ekspresyon diizeylerinin énemli diizeyde (p<0,001) yiiksek oldugu goézlemlenirken,
bu degerlerin PTZ grubuna kiyasla PTZ+ACA grubunda 6nemli diizeyde (p<0,05)

azaldigr gozlemlendi. Bununla birlikte, sadece ACA ile tedavi edilen si¢anlarin
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hipokampus kaspaz 3 ve 9 ekspresyon diizeylerinin hem PTZ ve hem de PTZ+ACA
grubuna kiyasla 6nemli diizeyde (p<0,001) diisiik oldugu gozlemlendi.

30kDa Kaspaz 9

20kDa

10 kDa Kaspaz 3

2,0 Control PTZ PTZ+ACA  ACA
W Kaspaz 3

18 - W Kaspaz 9

Hippokampus Kaspaz Ekspresyon Diizeyleri
[Nisbiyogunluk-Relative Density)

Kontrol PTZ PTZ+ACA ACA

Sekil 18. PTZ ile epilepsi olusturulan sigan hipokampus hiicrelerindeki kaspaz 3 ve 9
ekspresyon diizeyleri iizerinde TRPM2 kanal blokeri ACA’nin etkisi (ortalama+ standart
sapma ve n=3). (3p<0,001 ve kontrole kiyasla. °p<0,05 ile p<0,001 ve PTZ grubuna kiyasla.
9p<0,001 ve PTZ+ACA grubuna kiyasla).

4.6.1. PARP1 Ekspresyon Sonuglari

PTZ ile epilepsi olusturulan sican hipokampus PARP1 ekspresyon diizeyleri
tizerinde TRPM2 kanal blokeri ACA’nin etkisi Sekil 19 de gosterilmistir. Bu
sonuglar incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla PTZ ile epilepsi olusturulan grupta
PARP1 ekspresyon diizeyinin belirgin diizeyde (p<0,001) yiiksek oldugu
gozlemlendi. Bununla birlikte, PARP1 ekspresyon diizeylerinin PTZ grubuna
kiyasla, PTZ+ACA grubunda 6nemli diizeyde (p<0,05) azaldigr gozlemlendi.
Bununla birlikte, sadece ACA ile tedavi edilen sicanlarin hipokampus PARP1
ekspresyon diizeylerinin kontrol diizeylerinde oldugu ve bu degerin ACA grubunda,
hem PTZ ve hem de PTZ+ACA grubuna kiyasla 6nemli diizeyde (p<0,001) azaldig:

gozlemlendi.
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Sekil 19. PTZ ile epilepsi olusturulan sigan hipokampus hiicrelerindeki PARP1
ekspresyon diizeyleri iizerinde TRPM2 kanal blokeri ACA’nin etkisi (ortalama+ standart
sapma ve n=3). (®p<0,001 ve kontrole kiyasla. ®p<0,05 ile °p<0,001 ve PTZ grubuna kiyasla.
9p<0,001 ve PTZ+ACA grubuna kiyasla).

4.7. Oksidan ve Antioksidan Sonuclari

4.7.1. Epilepsi Olusturulan Sican Hipokampus Lipit Peroksidasyon
(MDA) Diizeyleri Uzerinde TRPM2 Kanal Blokeri (ACA) Tedavisinin Etkileri

Hipokampus MDA diizeyleri Sekil 20 de gosterilmistir. Kontrol ve ACA
gruplarina kiyasla, PTZ grubunda MDA diizeylerinin 6nemli diizeyde (p<0,05)
yiikksek oldugu gozlemlendi. Bununla birlikte, PTZ grubuna kiyasla, PTZ+ACA
grubunda MDA diizeyinin énemli diizeyde (p<0,05) diisiik oldugu gozlemlendi.
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Sekil 20. PTZ ile epilepsi olusturulan sigan hipokampus hiicrelerindeki lipit
peroksidasyon (MDA) degerleri iizerinde ACA’nin etkisi (ortalama+ standart sapma ve
n=12). (3p<0,05 ve kontrol ile ACA gruplarina kiyasla. °p<0,05 ve PTZ grubuna kiyasla).

4.7.2. Epilepsi Olusturulan Sican Hipokampus GSH Diizeyi ve GSH-PX
Aktiviteleri Uzerinde TRPM2 Kanal Blokeri (ACA) Tedavisinin Etkileri

Hipokampus GSH diizeyleri ile GSH-Px aktiviteleri Sekil 21 de
gosterilmistir. Kontrol ve ACA gruplarina kiyasla, PTZ grubunda GSH diizeyleri ile
GSH-Px aktiviteleri énemli diizeyde (p<0,05) diisiik oldugu gozlemlendi. Bununla
birlikte, PTZ grubuna kiyasla, PTZ+ACA grubunda GSH diizeyleri ile GSH-Px
aktiviteleri belirgin seviyede (p<0,05) yiiksek oldugu gézlemlendi.
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Sekil 21. PTZ ile epilepsi olusturulan sigan hipokampus hiicrelerindeki GSH
(umol/g protein) diizeyleri ve GSH-Px (IU/ g protein) aktiviteleri tizerinde ACA’nin etkisi
(ortalama+ standart sapma ve n=12). (*®p<0,05 ve kontrol ile ACA gruplarina kiyasla.
®p<0,05 ve PTZ grubuna kiyasla).

4.7.3. Beyin MDA, GSH, GSH-Px ve Antioksidan Vitamin Sonuclar:

Beyin MDA, GSH ve GSH-Px ve MDA degerleri sirasi ile Sekil 22 ve 23 de
gosterilmistir. Yapilan bu tez proje c¢alismasinda, PTZ ile epilepsi olusturulan
sicanlarin hipokampus ve beyin orneklerindeki GSH ve GSH-Px degerlerinin 6nemli
diizeyde azaldig1 gozlemlenirken, MDA degerlerinin azaldig1 gozlemlendi. ACA
verilen PTZ (PTZ+ACA) grubunda ise GSH diizeylerinin ve GSH-Px enzim
aktivitelerinin arttig1 gézlemlenmistir. Hem TRPM2 kanal sonuglari, hem de GSH
sonuglar1 birlikte dikkate alindiginda tiyol gruplarinin Ca*? iyonlar1 gegisi ile ilgili
etkisi olabilecegi diistiniilmektedir. ACA tedavisinin hipokampus sinir hiicrelerinde
GSH diizeyini artirdigt gozlenmistir. Bundan dolayi, hipokampal nd&ronlarda
sitozolik tiyol diizeylerinin bir TRPM2 kanal diizenleyicisi olarak rol oynadigi

anlasilmaktadir (117,118).
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Sekil 22. PTZ ile epilepsi olusturulan sican beyin lipit peroksidasyon (MDA)
diizeyleri iizerinde ACA’nin etkisi (ortalama+ standart sapma ve n=12). (*p<0,05 ve kontrol

ile ACA gruplarina kiyasla. °p<0,05 ve PTZ grubuna kiyasla).
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Sekil 23. PTZ ile epilepsi olusturulan sigan beyin GSH (umol/g protein) diizeyleri ve
GSH-Px (IU/ g protein) aktiviteleri {izerinde ACA’nin etkisi (ortalama+ standart sapma ve
n=12). (®p<0,05 ve kontrol ile ACA gruplarina kiyasla. ®p<0,05 ve PTZ grubuna kiyasla).
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Deneysel epilepside olusan oksidatif stres {iriinlerinin temizlenmesinde
antioksidan vitaminlerdeki degisiklikleri belirlemek amaciyla, dort grubun beyin beta
karoten A vitamini ve E vitaminin diizeyleri belirlendi. Beyin, beta karoten ile A
vitamini (p<0,05) ve E vitaminin (p<0,01) diizeylerinin kontrol ve ACA gruplarina
kiyasla, PTZ grubunda 6nemli diizeyde azaldigi gézlemlendi (Tablo 2). Beyin beta
karoten, A vitamini yogunlugundaki bu diisiisiin ACA tedavisi ile dnemli diizeyde
(p<0,05) artt1ig1 belirlendi.

Tablo 2. PTZ ile epilepsi olusturulan sican beyin antioksidan vitamin diizeyleri
iizerinde ACA’nin etkisi (ortalama+ standart sapma ve n=12). (%p<0,05 ile ®p<0,01
ve kontrol ile ACA gruplarina kiyasla. °p<0,05 ve PTZ grubuna kiyasla).

Degerler Kontrol ACA PTZ PTZ+ACA
Vitamin A 3,96 +£0,25 4,08+0,35 3,44 +£0,172 4,05 +£0,47¢
(umol/gr doku)

Beta karoten 1,08 +£0,20 1,17+0,14 0,98 £0,112 1,16 £0,11°
(umol/gr doku)

Vitamin E 17,11 £0,52 17,41 £1,35 14,52+ 1,34° 16,85+ 1,29°
(nmol/gr doku)

4.8. Epilepsi Atak Baslangic1 Uzerinde ACA Tedavisinin Etkileri

Metot kisminda belirtildigi gibi, sicanlar PTZ enjekte edilmeden dnce epilepsi
kayitlarimin alinacagi genis oOlgtilerdeki iistii agik cam kap icerisine konuldular ve
kamera ile 30 dakika siire ile kamera kayitlar1 alind1 (iistte kamera ve altta seffaf 2x2
m seffaf cam havuz igerisinde) (Resim 6). Toplam 30 dakika siire igerisinde en fazla
3 atak gozlemlendi. Ilk atak PTZ ve ACA+PTZ gruplarindaki tiim sicanlarda
gbzlendi. Ikinci atak PTZ grubundaki sicanlarin tamaminda gozlenirken, ACA+PTZ
grubunda sadece 4 sicanda gozlendi. 3. Atak ise PTZ grubunda 6 siganda
gbzlenirken, ACA+PTZ grubunda hig¢bir sicanda atak gézlenmedi.
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PTZ grubuna kiyasla, ACA+PTZ grubundaki ataklarin baslamasi (Latency

time) 6nemli diizeyde (p<0,001) erken basladigi gozlenirken, ACA tedavisi epileptik

ataklarin basla siiresini geciktirmistir. Ugiincii atak olusumunu ise tamamen

onlemistir (Sekil 24).
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Sekil 24. PTZ ile epilepsi olusturulan siganlarda epileptik ataklarin baslamasi
(Latency time) iizerinde TRPM2 kanal blokeri ACA’nin etkisi. (Ortalama+ standart sapma
ve n=12). (®p<0,001 ve ACA+PTZ grubuna kiyasla).
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5. TARTISMA

Hiicre icerisinde voltaja duyarli Ca*? kanalar1 veya kimyasal kapilarin
(6rnegin glutamat) aktivasyonuna bagh hiicre iceresinde Ca*? iyon artisiin epilepsi
olusumunda 6nemli rolii oldugu iyi bilinmektedir. Bu nedenle, giiniimiizde epilepsi
tedavisinde kullanilan bir¢ok ilag bu kanallar1 bloke ederek tedavi saglamaktadir.
Fakat mevcut ilaglarin higbirisi tam tedavi saglayamamaktadir. Bunun baglica iki
nedeni, epilepsinin etiyolojisinin tam agiga ¢ikartilamamis olmasi, ikincisi ise
mevcut ilaglarin hi¢ birisinin TRP kanallarim1 bloke edememesidir. TRP
kanallarindan TRPM2 oksidatif stres ile aktive olmaktadir ve epilepsi etiyolojisinde
oksidatif stresin rolii bir¢ok ¢aligma sonucu ile gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda,
epilepsi olusturulan sigan hipokampus sinir hiicrelerinde TRPM2 kanalarinin
aktivasyonuna bagl hiicre ici serbest Ca*? iyon artisinin oldugu literatiirde ilk defa

gosterilmistir.

Noronlarin elektriksel olarak asir1 uyarilmas: “asir1 uyarilma toksisitesi” adi
verilen, hiicreyr Oliime gotiiren bir siireci baglatabilir. Bu durum pek c¢ok
norodejeneratif hastalikta ve travmalar sonrast gozlenen ndron kaybi
patofizyolojisinde sorumlu tutulmaktadir. Asir1 uyarilma toksisitesinde hiicre 6lim
siirecini baslatan hiicre i¢inde yiikselen Ca*? seviyesidir (20). Yeni tanimlanmis olan
TRPM2 Ca* kanallarmin bu baglamda epilepsi hastaliginda nasil rol oynadigi,
ndronu 6liime gotliren siireglerde ne gibi roliiniin oldugunu anlamak oldukc¢a 6nem

arz etmektedir.

TRPM2, agirlikli olarak beyin ve noronal hiicrelerde yerlesmis olmasina
ragmen, kemik iligi, dalak, kalp, 16kosit, karaciger ve akcigeri de kapsayan diger
birgok farkli dokuda varligi tanimlanmistir. (47,48). ADPR oksidatif stres ve onun
tirtinleri olan ROT’dan ve bunun neticesi olan NAD™ dan 3 yolla tiretilmektedir (10).
TRPM2 kanallar1 6 segmentten olusmaktadir ve katyon girisleri 5. ve 6. segmentler
arasindan gergeklesmektedir (47). Ayrica kanalin bir C (Nudix homoloji alan1) ve N
uclart bulunmaktadir. Bu nudix homoloji alaninda, ADPR pirofosfataz enzimi
bulunur ve kanalin agilmasindan bu enzimin aktivasyonu sorumludur. ADPR

prifozfataz enzimi ADPR’nin yani sira oksidatif stresle de aktive olabilmektedir.

64



2002 yilinda Kyoto’dan Prof. Dr. Yasuo Mori (52) ile Aachen Prof. Dr.
Andreas Liickhoff’un (53) grubu birbirinden bagimsiz olarak, ilk defa bir TRP
kanalinin oksidatif stres ile aktive olduklarini gdsterdiler. Bu kanalin ismi TRPM?2
dir. TRPM2 kanalarinin N ucundaki ADP-riboz pirofosfataz enzimi oksidatif stres
ve/veya ADPR ile aktive oldugunda kanal agilmaktadir. ACA tarafindan da kanal
inhibe olmaktadir. Yakin zamanda, yaptigimiz bir ¢alismada (17) oksidatif stres ile
de aktive olan TRPV1 kanalarinin deneysel epilepsi modelinde 6nemli rolii oldugunu
gozlemledik. Yaptigimiz literatiir taramalarinda TRPM2 ve epilepsi konusunda
hicbir calisma yoktu. Bu nedenle, bu projede deneysel rat, TRPM?2 hipokampal hiicre
kiiltiirti ortaminda TRPM2 kanalinin epilepsi olusumundaki roliinii inceleyerek

literatiire katkida bulunulmas1 amaglandi.

Tez c¢alismasinda, kontrol grubuna kiyasla, PTZ ile epilepsi olusturulan
grupta hidrojen peroksit ile aktive edilen hipokampus TRPM?2 kanalar1 ile ADPR ile
aktive edilen AKG hiicrelerinin TRPM2 kanallariin kontrol grubuna kiyasla daha
fazla acildigin1 gozlemledik. Ayrica, AKG ve beyin 6rneklerinde PTZ grubunun
hiicre i¢i ROS {iretimi ve lipit peroksidasyon diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla
yiiksek oldugu gozlemlendi. Bu nedenle de, arastirma sonuclarina gore epilepsi
sonucu olusan oksidatif stres iirlinlerinin, TRPM2 kanalinin C ucundaki ADPR
pirofosfataz enzimi ile etkileserek kanali daha fazla actig1 fikrini dogrulamstir.
Ayrica tez ¢alisma sonuglarinin, TRPM2 kanallarini1 aktive ettigini bildiren epilepsi

disindaki arastirma sonuglariyla uyum gostermektedir (46,52,53,78).

Epilepsi, toplumun biiyiik bir kesimini (%2-3) etkileyen norolojik bir
hastaliktir (6). Epilepsi insidensinin, 2050 1i yillarda giiniimiizdeki sayilarin ¢ok
iistline ¢ikacagi anlagilmaktadir. Hastaligin olusumunda epileptik desarjlar 6nemli rol
oynamaktadir.  Epileptik ataklarin  meydana gelmesinde oksidatif strese
bagimli/bagimsiz hiicre i¢i Ca*? asir1 artisinin 6nemli bir rolii vardir. Giiniimiizdeki
topiramat ve valproik asit gibi bircok epileptik ilac hiicre ici serbest Ca* girisini
diizenleyerek tedavide fayda saglamaktadir (21,120). Fakat giimiimiizdeki mevcut
epilepsi ilaclarinin higbirisi hastalikta kokten tedavi saglayamamaktadir. Hatta bazi
hastalarda (direngli epilepsi) ilaglar tedavide fayda saglamadigi i¢in cerrahi yollara

bagvurulmaktadir.
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Ca*? iyon miktar1 hiicre disinda igine kiyasla 10 bin-20 bin (hiicre tipine bagl
olarak) daha fazladir. Hiicre igerisine Ca*? iyonu voltaja duyarli Ca*? kanallar1 ve
kimyasal kapilar ile girmektedir. Bu katyon kanalar1 disinda son 20 yil igerisinde
TRP kanalar1 kesfedilmistir. Bu kanalarin aktivasyon ve inhibisyon mekanizmalari
voltaja duyarli Ca*? kanallar1 ve kimyasal kapilardan ¢ok farklidir. Diger bir ifadeyle
bu kanallarin ¢ogunun aktivasyonunda norotransmitter madde adi verilen
kimyasallar1 ve voltaj degisikliklerinin etkisi yoktur. Ornegin TRPV1 kanali kirmizi
ac1 biberde bolca bulunan kapsaisin, TRPA1 kanali hardal 6ziitiiyle, TRPMS8 ise
mentol ile aktive olmaktadir. Giiniimiizdeki mevcut kimyasal ve voltaja duyarli Ca*?
kanal blokerlerinin higbirisi bu kanalar1 bloke edememektedir. Bu giiniimiizdeki
bircok epileptik ilacin epileptik hastalar1 tamamen tedavi edememesinin bir nedeni

olabilir.

Mitokondri  hiicre  icerisinde  protein, karbonhidrat ve yaglarin
degerlendirilerek ATP {iretilmesinde rol oynayan onemli bir hiicre i¢i organeldir.
Nasil bir aragta hareket enerjisi liretmek i¢in benzin veya mazot yaninca artik tirtinler
cikmakta ve egzoz ile atilmakta ise, mitokondride de ATP {iretimi sirasinda artik
tiriinler meydana gelmektedir. Bunlardan bir tanesi hiicre i¢i ROS dur. Asirt hiicre igi
[Ca™]; diizeyi artisina bagli olarak, mitokondriyal zarlar daha fazla depolarize
olmakta ve asir1 hiicre i¢ci ROS iiretimi gozlenmektedir. Ayrica, epileptik ataklarda
sitozolik Ca*? artisini izleyen mitokondriyal Ca*? artisina bagli mitokondriyal zar
depolarizasyon olusumunun artig1 oldugu da bildirilmistir (32,33). Fakat bu durumun
TRPM2 kanal aracili olusup olusmadigi konusunda bir bilgi yoktur. Bu nedenle,
mitokondriyal zar depolarizasyon tayininin yapilmasi bu halkadaki zinciri
tamamlayarak molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina katki saglayacaktir.
Mitokondriyal zar tiretimi ve hiicre igi ROS firetiminde kullanilan en Onemli
kimyasallar floresan boylardir. Mitokondriyal zar depolarizasyon agregalarini
gosteren en iyi boya JC-1 boyasidir. Hiicre i¢i ROS iiretimini gosteren en iyi floresan
boya ise DHR 123 diir. Epilepsi de hiicre i¢i serbest [Ca™?]i diizeyi artisin1 gdzleyince,

mitokondriyal zar {iretimi ve hiicre i¢ci ROS iiretimini arastirmay1 amagcladik.

Calisma sonucunda, PTZ enjekte edilen grupta kontrol grubuna kiyasla hiicre
ici ROS iiretimi ve mitokondriyal zar depolarizasyon diizeylerini yiliksek olarak

gozlemledik. Bununla beraber TRPM2 kanal blokeri ACA tedavisi sonrasi bu iki
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degerinde ACA+PTZ grubunda, ACA grubuna kiyasla belirgin bir sekilde azaldigin
gbzlemledik. TRPM2 kanal veya diger Ca*? kanalarmm blokaji ile hiicre icerisine
Ca*? girisinin azalmasmm hiicre i¢i ROS iiretimi ve mitokondriyal zar
depolarizasyon diizeylerini azalttig1 ¢ok iyi bilinmektedir. ACA tedavisi ile hiicre igi
ROS iiretimi ve mitokondriyal zar depolarizasyon diizeylerinin azalmasi, hiicre
icerisine Ca*? girisinin azalmasina baglanmistir. Bu sonucun epilepsi disinda diger

norolojik hastaliklarda yapilan c¢alismalar ile uyumlu oldugu go6zlemlendi
(64,78,106,107,110,111).

Calismamizda, daha oOnceki c¢alismalarda (54) pankreatik [B-hiicrelerinde
ortaya konuldugu gibi epilepsi AKG noronlarinda TRPM2 kanal iligkili ROS iiretimi
ve hiicre igine Ca™ akigmin oldugu gézlemlendi. Duyusal sinirlerde TRPM2
agonisti (H202)-aracil1 hiicre igine yine TRPM2 kanallar1 iizerinden Ca*? akis1 hiicre
icindeki ROS miktarin1 ve mitokondriyal gecirgenligi arttirmakta, mitokondriyal
bozukluklara sebep olmaktadir (33,34). TRPM2 kanallarinin aktivasyonuyla hiicre
ici Ca*? miktarinin artmas1 Ca*2 bagimli mitokondriyal oksijen tiiketimine bagli ROS
tiretimi ACA ve GSH gibi antioksidanlar tarafindan azaltilmaz ise TRPM2 kanal ve
Ca'? girisi arttirmaktadir (20). Bu giine kadar epilepsi hastaligi olmayan AKG
noronlari, TRPM2 ve ACA arasindaki iliski ile ilgili ¢calismalar olmasina ragmen
(64,78), epileptik AKG noéronlarinda TRPM2 kanallar1 etkilesimi konusunda bir
calisma bulunmamaktadir. Bu teze benzer sekilde, kiiltiire edilmis ndronlarda
TRPM2 aktivasyonu ROS iiretiminin ACA ve GSH tedavisiyle engellenmesi
sebebiyle durdurulmasina ragmen, AKG ve hipokampal ndronlarda TRPM2 kanallar1
hiicre i¢i glutatyon tiikenmesi kaynakli ROS iiretimi sebebiyle aktive olur (117,118).

Asirt ROS iretimine bagli olarak olusan oksidatif stres hiicre hasar1 ve
apopitozis baslatilmasinda potansiyel bir faktordiir (28). Yukarida da belirtildigi gibi,
norolojik hastaliklarda sitozolde Ca*? asir1 artis1 mitokondriyal zar depolarizasyonu
artisina neden olarak {i¢ yolag:i tetiklemektedir. A) Kaspaz aktivasyonlar ile
apoptozis olusumu, B) hiicre i¢i ROS iiretiminin artis1 C) Mitokondride daha fazla
tiretilen oksidatif stres tirlinleri ile aktive olan kanallarin daha fazla acilmasi.
Hidrojen peroksit stabil bir molekiil olup hiicrelerde normal olarak iiretilen ROS
hiicre zarindan gegebilen bir formudur. Bu nedenle hidrojen peroksit maruziyeti

oksidatif stres modellemede bir kanal agict model olarak kullanilir (52,53,119).
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Hidrojen peroksit iiretimi ile nérodejeneratif hastaliklar arasinda etiyolojik iliskinin
varlig1 iizerine ¢ok sayida bildirim bulunmaktadir (121,122). Kiiltiir néronlarinin
oksidatif stres ve hidrojen peroksite maruz kalmasi durumunda hiicre ici Ca®*
artisina, mitokondri fonksiyon bozulmasina ve PARP1 aktivasyonuna neden olarak
hem apopitozis benzeri gecikmeli noron Olimii hem de nekrozu baslattig
gosterilmistir (123,124). Bu calisma sonuglarinda da benzer sekilde epileptik
hipokampal noronlarda oksidatif stres artisina bagl kaspaz 3, kaspaz 9 ve PARP1
ekspresyon diizeyinde bir artis gézlemlendi. Bu artis ACA tedavisi ile azaldi. Bu
sonuglar, hiicre i¢i mitokondriyal ROS iiretimi azalmasinin, ¢ekirdekte DNA tahribi
azalmas1 ve apoptotik yolaklarin engellenmesi ve PARP1 ekspresyon diizeylerinde

de azalma gozlenmesine neden olmustur.

Asirt TRPM2 kanal ekspresyonu ve aktivasyonu artisi, hiicre icerisine asiri
Ca*? girisine neden olmaktadir. Artan asir1 hiicre ici serbest Ca*? diizeyi
mitokondriyal zar depolarizasyon artig1 ile asir1 ROS firetimi ve DNA tahribine
neden olmaktadir (20). DNA tahribi sonucu NAD* den PARP1 aktivasyonu aracili
meydana gelen ADPR TRPM2 kanalimi aktive etmektedir (10). Tez ¢alismamiz
sonuclar1 igerisinde, hiicre i¢i ROS ile mitokondriyal zar depolarizasyon tizerinde
PTZ ile olusturulan epilepsi ve TRPM2 kanal blokeri ACA tedavisinin etkisi
gosterildi. PARP1 yolaginin TRPM?2 kanal aracili epilepsi olusumu iizerinde heniiz
bir bildirim yoktur. Bu yolagi aydmlatmak amaci ile tez projemizde PARP1
ekspresyon diizeyleri aragtirtlmistir. PTZ ile epilepsi olusturulan sican hipokampus
PARP1 ekspresyon diizeyleri iizerinde TRPM2 kanal blokeri ACA’nin etkisi
sonuglar kisminda gosterilmistir. Bu sonuglar incelendiginde, kontrol grubuna
kiyasla PTZ ile epilepsi olusturulan grupta PARP1 ekspresyon diizeyinin belirgin
diizeyde (p<0,001) yiiksek oldugu gozlemlendi. Bununla birlikte, PARP1 ekspresyon
diizeylerinin PTZ grubuna kiyasla, PTZ+ACA grubunda énemli diizeyde (p<0,05)
azaldig1 gozlemlendi. Bununla birlikte, sadece ACA ile tedavi edilen siganlarin
hipokampus PARP1 ekspresyon diizeylerinin kontrol diizeylerinde oldugu ve bu
degerin ACA grubunda, hem PTZ ve hem de PTZ+ACA grubuna kiyasla 6nemli
diizeyde (p<0,001) azaldig1 gozlemlendi.

Beyin MDA, GSH ve GSH-Px ve MDA degerleri sonuglar kisminda

gosterilmistir. GSH ve tirinlerinin (6rnegin GSH-Px enzimi) eksikligi oksidatif stresi
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arttirarak hipokampus TRPM2 kanallar1 iizerinden Ca*? akisini arttirdign iyi
bilinmektedir. Duyusal noronlarin hastaliklari igerisinde sistin ile sistein dontigiimleri
arasindaki herhangi bir bozuklugun GSH 1n eksikligine sebep olacagi bilinmektedir
(40). Bu duruma benzer sekilde, GSH 1n sentezlenmesinde, onun spesifik iiretim
destekleyicisi olarak bilinen NAC, sicanlara verildiginde GSH eksikligini gidererek
ve diger antioksidan sistemleri destekleyerek TRPM2 kanal inhbisyonuna neden
oldugu yakin zamanda yapilan c¢alismalarda gozlemlendi (125-127). Proje
calismamizda, PTZ ile epilepsi olusturulan siganlarin hipokampus ve beyin
orneklerindeki GSH ve GSH-Px degerlerinin 6nemli diizeyde azaldig
gozlemlenirken, MDA degerlerinin azaldigi gozlemlendi. Bunun ile birlikte ACA
verilen PTZ (PTZ+ACA) grubunda ise GSH diizeylerinin ve GSH-Px enzim
aktivitelerinin arttif1 gézlemlenmistir. Hem TRPM2 kanal sonuglari, hem de GSH
sonuglar1 birlikte dikkate alindiginda tiyol gruplarmin Ca*? iyonlar gegisi ile ilgili
etkisi olabilecegi dusiiniilmektedir. ACA tedavisi hipokampus sinir hiicrelerinde
GSH diizeyini artirdigr gézlemlenmistir. Bundan dolayi, hipokampal néronlarinda
sitozolik tiyol diizeylerinin bir TRPM2 kanal diizenleyicisi olarak rol oynadigi

anlasilmaktadir (117,118).

Basta beyin olmak iizere tiim sinir hiicrelerinde yag fazinda en Onemli
antioksidan E vitaminidir. Yine lipit fazda antioksidan 6zellik gdstererek basta tekli
oksijen olmak tizere radikallerin inhibisyonunda rol oynayan, beta karoten ve A
vitaminidir. Hiicrenin siv1 fazinda (6rnegin sitozolde) antioksidan 6zellige sahip olan
ve E vitaminin radikallerden temizlenmesinde rol oynayan C vitaminidir. Bu
nedenle, deneysel epilepside olusan oksidatif stres {iiriinlerinin temizlenmesinde
antioksidan vitaminlerdeki degisiklikleri belirlemek amaciyla, dort grubun beyin beta
karoten A vitamini ve E vitaminin diizeyleri belirlendi. Beyin, beta karoten, A
vitamini ve E vitamini (p< 0,01) diizeylerinin kontrol ve ACA gruplarina kiyasla,
PTZ grubunda 6nemli diizeyde azaldig1 gozlemlendi (Tablo 2). Beyin beta karoten
ve A vitamini (p< 0,05) konsantrasyonlarindaki bu diisiis ACA tedavisi ile 6nemli

diizeyde artmis olarak belirlendi.

Sonug olarak, bu tezin bulgulari benzer ¢alismalarla karsilastirildiginda
epilepsi baglantili asir1 ROS iretiminin hipokampus hiicrelerinde TRPM?2
aktivasyonu yoluyla epilepsi ataklarina neden oldugu sdylenebilir (10, 11). Epilepsi
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baglantii AKG TRPM2 akimlar1 ve beyin oksidatif toksisite {lizerine ACA’m
koruyucu etkisi vardir. Oksidatif stres ve asir1 Ca*? girisinin epilepsinin ortak
nedenleri oldugu iyi bilinmektedir. Epilepsi kaynakli beyin hasar1 ve epileptik
ataklarin olusum nedeni olan beyin oksidatif toksisite ve hipokampus TRPM2 kanal

aktivitelerinin ACA tedavisiyle azaltilabilecegini dnermekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

NMDA reseptorleri ve voltaja duyarli Ca*? kanal aktivasyonuna bagh asiri
hiicre i¢i Ca™ artis1 sinir hiicresi 6liimii ve epileptik ataklarin olusumuna neden
oldugu iyi bilinirken, epilepsi hastaligi olusumunda ve tedavisinde TRPM2
kanallarinin etkisi heniiz bilinmemektedir. TRPM2 katyon kanallarmin epilepsi
olusumuna neden olan hipokampus siire¢lerde ne gibi roliinlin oldugunu anlamak
epilepsi hastaligi tedavisinde olduk¢a Onem arz etmektedir. Tez g¢alismamizda,
epilepsi olusturulan si¢anlardan edilen hipokampal noronlarda TRPM2 kanal
aktivasyonunun rolii arastirllmistir. Yapilan analizler neticesinde TRPM?2
kanallarinin daha fazla aktivasyonuna neden oldugu, TRPM2 kanal blokeri ACA
enjeksiyonun veya inkiibasyonunun ise epilepsinin neden oldugu TRPM2 kanal
aracili asir1 Ca*? girisini 6nledigi sonucu elde edilmistir. Hipokampal hiicrelerde
oksidatif stresle veya ADPR ile TRPM2 kanallarinin aktive olmasi hiicreye Ca*?
girisini artirmaktadir. Sitozolik Ca*? seviyelerinin artisi mitokondriyal membran
potansiyelini artirdigit ve mitokondriyal depolarizasyon neticesinde hiicresel
apoptozis siireclerinin aktiflenmesine sebep oldugu bilinmektedir. Bu calismayla
epilepsi olusumu kaspaz 3 ve 9 enzimlerinin aktivasyonuna ve apoptozise neden
olurken, TRPM2 kanal blokeri ACA nin ise kaspaz 3 ve 9 aktivasyonunu azalttigi ve
hiicrenin 6liime gitmesine engel oldugu sonucu ortaya c¢ikmistir. Norolojik bir
hastalik olan epilepsi hastaliginda apoptozis, beraberinde beyin hipokampus
dokusunun zarar gormesi ile sonuglanan bir siirectir. Epilepsi tedavisi prensipleri
kalic1 bir ¢oziimden ziyade, pahali, hastalara daha ¢ok semptomatik bir tedavi sunan
ve hastaligin ilerlemesini geciktiren prensip ile hastalara uygulanmaktadir. Elde
etmis oldugumuz sonuglara gore TRPM2 (ACA) kanal blokeleri bu kanalin
aktivasyonunu baskilarken, bir dizi hiicresel molekiiler apopitotik reaksiyonu
sonucunda noéron Oliimiinii dikkat cekici bir sekilde azaltmistir. Elde edilen bu
sonuglar, glinlimiizde epilepsi hastalig1 i¢in tercih edilen pahali tedavi yaklasimlar
yerine kalsiyum kanal blokelerinin TRPM2 kanallar1 aktivasyonlari {izerine etkileri
bilindiginden in vivo deney hayvani modellerinde de benzer sekilde bu ¢alismanin
kesfini gerekli kilmistir. Elde edilen veriler, basta {lilke ekonomisi {izerine bir yiik

olan pahal1 epilepsi hastali1 tedavi yaklagimlarina ucuz bir alternatif olabilmesinin
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yani sira, tedavisine yonelik in vivo ve in vitro ¢alisma planlayan arastirmacilara,
epilepsi olusumunda TRPM2 kanallarinin fonksiyonunu anlatan bir potansiyel

kaynak olarak gelecege 1s1k tutacak niteliktedir.

Sonug olarak, epilepsi olusumunda oksidatif stresin zararli etkisini TRPM2
kanalin1 asir1 aktive ederek gerceklestirirken, incelenen degerler iizerinde TRPM2
kanal inhibisyonunun olumlu etkisini bu kanallar1 diizenleyerek katki saglamustir.
Epilepsi tedavisinde NMDA reseptor blokerleri ve voltaja duyarli Ca™ kanal
inhibitorleri yaygin olarak kullaniyor olmasina ragmen, epilepsi olusumunda TRPM?2
kanalinin rolii ve bu kanalin inhibisyonunun epilepsi tedavisinde kullanilabilirligi
konusunda literatiirde yapilmis bir deneysel ¢alisma yoktu. Tez ¢alisma sonuglarimiz
bu boslugu doldurmustur. Sonuglarimiz TRPM?2 kanal aktivasyonuna bagl gelisen
hipokampal nérolojik hastaliklarin tedavisinde TRPM2 kanal blokerlerinin
potansiyel ila¢ olarak kullanilabilecegini gergegini de ortaya c¢ikarmistir. Bu
sonuglarin insan klinik g¢alismalar1 dogrulanmasi, TRPM2 kanal inhibisyonunun
epilepsi ve benzer hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi igin 6nemli kaynak

olusturulacaktir.
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OZET

Epilepsi Norobiyolojisinde TRPM2 Katyon Kanallarinin Roliiniin Sican
Hipokampus Sinir Hiicrelerinde Arastirilmasi

Epilepsi olusumumunda hiicre i¢i Ca*? artis1 ve asir1 oksidatif stresin rolii iyi
bilinmektedir. TRPM2 kanali oksidatif stres ile aktive olan Ca*™? gecirgen bir
kanaldir. Epilepsi de reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile aktive olan TRPM2 kanali
hastaligin olusumunda rol oynayabilir. Bu ¢alismada, TRPM2 blokeri N-(p-
amylcinnamoyl) antranilik asit (ACA)’in pentilen tetrazol (PTZ) ile epilepsi
olusturulan siganlarin hipokampus TRPM2 aktivasyonu, oksidatif stres ve apopitozis
degerleri tizerinde etkileri arastirildi.

Siganlar kontrol, PTZ, ACA ve ACA+PTZ olarak dort gruba ayrildi. Periton
ici PTZ (60 mg/kg) verilerek, PTZ ve PTZ+ACA gruplar epilepsi olusturuldu ve 30
dakika stire ile epilepsi atak gecirme kayitlar1 alindi. ACA gruplarinda PTZ veya
plasebo verilmeden 2 saat dnce periton ici ACA enjeksiyonlart (25 mg/kg) yapildi.
PTZ enjeksiyonundan 30 dakika sonra tiim gruplardan hipokampus ve beyin korteksi
ornekleri alind1. Hiicre ici serbest Ca*? yogunlugu, TRPM2 akim yogunluklari, hiicre
i¢ci ROS iiretimi, mitokondriyal zar depolarizasyonu, apopitozis, kaspaz 3, kaspaz 9
ile PARP1 ekspresyon diizeyleri PTZ grubunda, kontrol grubuna kiyasla belirgin bir
sekilde yiiksekti. Hipokampus ve beyin hiicre canliligi, lipit peroksidasyon,
indirgenmis glutatyon, glutatyon peroksidaz, vitamin A, vitamin E ve beta karoten
diizeyleri ile epilepsi atak gecirme siireleri PTZ grubunda, kontrol grubuna kiyasla
belirgin bir sekilde diistiktii. Biitiin bu degerler, ACA tedavisi ile diizeldi. ACA
tedavisi ile atak ge¢irme siireleri de uzadi.

Sonug olarak, literatiirde ilk kez epilepsi olusumunda TRPM2 kanalindan
Ca*? girisinin 6nemli oldugu ve hipokampus mitokondriyal oksidatif stres ile
apopitozise neden oldugu gozlenirken, TRPM2 inhibisyonun bu degerler tizerinde
diizenleyici rolii gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Apopitozis; Kalsiyum iyonu; Epilepsi; Hipokampus; TRPM2
kanali; Mitokondrial oksidatif stres.
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ABSTRACT

Investigation of Role of TRPM2 Channel on Neurobiology of Epilepsy in
Hippocampus of Rat

Calcium ion (Ca?") accumulation into the cytosol of hippocampus through
oxidative stress seems to be a main reason in the etiology of epilepsy. TRPM2
channel is a cation-permeable Ca?* channel and high expression level of the channel
was found in the hippocampus. Although previous studies implicate reactive oxygen
species (ROS) dependent channel activation in the generation of epilepsy,
suppression of ongoing seizures by TRPM2 antagonist (N-(p-amylcinnamoyl)
antranilik asit (ACA) has not yet been clarified. We tested the effects of TRPM2-
specific antagonist (ACA) on the modulation of Ca?* accumulation, apoptosis and
anticonvulsant properties in hippocampus of pentylenetetrazole (PTZ) and ACA
administrated rats.

All rats were divided into four groups as control, PTZ, ACA and ACA+PTZ.
Epilepsy was induced in the PTZ and ACA+PTZ groups by intraperitoneal injection
of PTZ (60 mg/kg) and then epilepsy records were taken within 30 minutes. ACA
(25 mg/kg) was administrated to ACA and ACA+PTZ groups 2 hours before the
injections of PTZ. Brain cortex and hippocampus samples were taken. PTZ
administration increased intracellular free Ca®" concentrations, TRPM2 current
densities, mitochondrial membrane depolarization, intracellular ROS production,
apoptosis, PARP1, caspase 3 and 9 expression values, although the values were
reduced in the ACA+PTZ group by ACA treatment. In the hippocampal neuron and
brain, cell viability, lipid peroxidation, reduced glutathione, glutathione peroxidase,
vitamin A, vitamin E and beta carotene values were decreased by the PTZ
administration. However, the values were modulated by the ACA treatment. Latency
time was also extended by application ACA.

In conclusion, these results support a role for TRPM2 channels in inhibition
of apoptosis, epileptic seizures, mitochondrial oxidative stress, and calcium
accumulation, indicating that TRPM2 inhibition may possibly be a novel target in the
hippocampus for prevention of epileptic seizures.

Key words: Apoptosis; Calcium ion; Epilepsy; Hippocampus; TRPM2 channels;
Mitochondrial oksidatif stress.
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