T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIiVERSITESI
SAGLIiK BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOFiZiK ANABILIiM DALI

SH-SY5Y NOROBLASTOMA HUCRELERINDE CURCUMININ
TRPM2 KATYON KANALLARI UZERINE ETKISININ
PATCH-CLAMP SiSTEMI iLE ARASTIRILMASI

Ahmi Oz

YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN
Yrd. Doc. Dr. Omer CELIK

Bu Tez Suleyman Demirel Universitesi OYP Koordinasyon Birimi tarafindan
OYP6164-YL-13 proje numarasi ile desteklenmistir.
Tez. No: 140

ISPARTA-2016



KABUL ve ONAY SAYFASI

Saglik Bilimleri Enstitt Miidiirliigiine;

Siileyman Demirel Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii  Biyofizik

Anabilim Dah Yiiksek Lisans Programi ¢er¢evesinde yiiriitiilmiis olan bu ¢alisma,

asagidaki jiiri tarafindan Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Danismani

Uye

Uye

Uye

Tez Savunma Tarihi: 28/07/2016

Qo L—

: Yrd. Dog. Dr. Omer CELIK

Siileyman Demirel Universitesi, Tip Fakiikltesi, Biyofizik AD

/N Heg”

: Prof. Dr. Mustafa NAZIROGLU

Siileyman Demirel Universitesi

: Dog. Dr. Nurhan GUMRAL

Siileyman Demirel Universitesi

g
: Yrd. Dog. Dr. Abdiilhddi Cihangir UGUZ
SﬁZXr@uﬁaﬁi@fmersneSi

: Yrd. Dog. Dr. Mehmet-Cemal KAHYA

niversitesi

C

[zmir K?/y/(;el i A

ONAY: Bu Yiiksek Lisans Tezi, Enstitii Yonetim Kurulu’nca belirlenen yukaridaki

Juri tiyeleri tarafindan uygun goriilmiis ve kabul edilmistir.

Dog. Dr. Mustafa KAYAN

Enstiti Midiirii



BEYAN

“SH-SYSY Noroblastoma Hiicrelerinde Curcuminin TRPM2 Katyon Kanallari
Uzerine Etkisinin Patch-Clamp Sistemi ile Arastirilmasi” adli Yiiksek Lisans
Tezi, Stleyman Demirel Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Lisanstistii Tez

Onerisi ve Tez Yazma Y&nergesi'ne uygun olarak hazirlanmistir.

Tezi Hazirlayan
Ahmi 0Z

[mza

Danigsman
Yrd. Dog. Dr. Omer CELIK

Imza

ﬁzﬁ—zA

i



TESEKKUR

Tezimin hazirlanmasinda ve Yiiksek Lisans Egitimimde bende emegi biiyiik
olan damismanim Yrd. Dog. Dr. Omer CELiK’e, bu siirecte karsilastigim her
durumda bana yardimci olan, fikirlerinden ve ¢alismalarindan ilham aldigim kiymetli
hocam Yrd. Dog. Dr. A. Cihangir UGUZ’a ve Anabilim Dali Baskanimiz Prof. Dr.
Mustafa NAZIROGLU hocamiza siikranlarimi sunarim.

Laboratuvar  ¢alismalarimda benden yardimlarim1  ve tecriibelerini
esirgemeyen asistan arkadasim Ishak Suat OVEY e ve degerli calisma arkadaslarim

Muhammet SAHIN ve Fatih SAHIN beylere tesekkiir bor¢luyum.

Egitim hayatima bagladigim ilk giinden bu tezin sunuldugu giine kadar
manevi desteklerini hep gonliimde hissettigim ve haklarin1 asla 6deyemecegimi

diistindiigiim muhterem Annem ve Babam’a minnettarim...



ICINDEKILER

BEYAN . . Ii
TESEKKUR ........ooooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt iv
1 (01 00 1) 20 SQ 1 59 ) 2 S v
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ........cocoooiiiiienne, vii
TABLOLAR DIZINI ......ooooiiiiiiiiccee s ix
SEKILLER DIZINT ..ot X
RESIMLER DIZINI ....c.ooviiiiiiiii s Xi
GRAFIKLER DIZINI .....coooiiiiiiiiiiiiee s Xii
L IR 1 20 T 1
2. GENEL BILGILER .......c.ccoooiiiiiiiiiniiei et 3
2.1, OKSIALIT SIS ....c.vieiiiieiieiei i 3
2.2. ANTIOKSTAANIAL ... 6
2.2. 1. CUICUMIN .ttt e bbbt b ettt n et b e bt 7
2.3. Transient Receptor Potential (TRP) Kanallart ..........ccocceeviiiiiiiiiiiiiiie e, 8
2.3.1. TRPM Katyon Kanal Alt ATlESI.......c.cooeiiiiiiieiieeeeee s 9
2.3.1.1. TRPM2 Katyon Kanallart .........cccccocuiiiiiiiiiiiiiiie e 10
2.4, PatCh-Clamp TeKNIZH ..ccveeveiveeiieeiesiesieeie e seesie e steete e e see e e sae e sneeeeas 11
2.4.1. Hiicre Uzerinde Kayit Konfigiirasyonu (On-cell, Cell-attached) .................... 12
2.4.2. Tum Hiicre Kayit Konfigiirasyonu (Whole-Cell) ........cccccoovvviviiiiiieiiiiee 13
2.4.3. I¢i Disarida Kayit Konfigiirasyonu (Inside-0Ut) ...........cccoveveverevcceevererenennne, 13
2.4.4. Dis1 Disarida Kayit Konfigiirasyonu (Outside-0Ut) .........cccovvieiieieniieneennns 14
2.4.5. Patch-Clamp Sisteminin Ana Elemanlart .............ccoovvoiiiiiniicnnin 15
2.4.6. Patch-Clamp Sistemine EK Cihazlar ... 20
3. GEREC VE YONTEM .....coiiiiiiiiiiectetetee ettt 21
N B €T - o TSRO OPRP PR 21
3.1.1. Kullanilan Alet ve Malzemeler ...........ccoooveiiiiiieiiiiieseeee e 21
3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ............c.cccoiviiiiiiiiiiiii e 23
B2 YONTBM .o 25



3.2.1. Hiicrelerin Cogaltimi ve Gruplarin Olusturulmasi...........cccceeeiiiieniiiinnnnnne 25

3.2.2. Hiicre Canliligi (MTT) Testi ile Curcuminin Doz Tayini.........ccc.cceevviviniennne 27
3.2.3. Gruplarin OIUStUIUIMAST ......ocvviiiiiiiiiii e 28
3.2.4. TRPM2 pcDNA’sinin SH-SY5Y Hiucrelerine Transfeksiyonu...........c.c.c....... 29
3.2.5. Patch-Clamp ANAIZIETT ........ccveiiee e 32
3.2.6. Kalsiyum Sinyali ANAHZIEIT.........cccviveieeieiiese e 35
3.2.7. Western Blot ANAHZIErT..........cooiiiiiiiccee e 35
3.2.8. Hiicre Ici ROT Uretimi TayiNi....ccovoveveveveveeeeerieireeesesesesesesesesesesesesesssesesssesssenens 36
3.2.9. Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu Analizi.........c.cccoceveiiiiinieninnnne 37
3.2.10. Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 ANAZIEN .......ccociieiiiii e 37
3.2.11. APOPLOZIS TS c.vveuvieiiitieiesiee st ie sttt sttt sttt st et sre e b 38
3.3, IStatiStikSEl ANALIZ.......cccvveveverrecicieieieeee et eee et eee ettt es e n e 38
A BULGULAR ...ttt nb e 39
4.1. Curcuminin Doz Tayini Bulgulart ..........ccccooviiiiiiiiii e 39
4.2, PatCh-Clamp SONUGIATL.........ccieiieiieeieiiesie e see e ee 40
4.3. Kalsiyum Sinyali Analiz SOnuglari.........ccccoccuvviiiiiiiiiiiie e 45
4.4. Western Blot Analiz SONUGIArT..........cccueiiiiiiiiiiiii e 47
4.5. Hiicre I¢i ROT Uretim Tayini SONUGIATT.........ccooeveveveceeieieieeecceee e, 51
4.6. Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu Analiz Sonuglari...........cccocvevvrnenne. 52
4.7. Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Analiz Sonuglart ..........ccooveviiiiiiiiiiiiciiccc 53
4.8. Apoptozis Testl SONUGIATT ......uviiiuiiiiiiiiciie e 55
5. TARTISMA ...ttt sneene s 56
6. SONUC ve ONERILER..........c.cocooiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 61
7 O ZE T bbb 62
8. KAYNAKLAR .ot 66
BEY AN bbbt re b nrs 73
(07763 0. 1 157 74

Vi



ACA
ADP-Riboz
CADP-Riboz
cAMP
2-APB
ATP

Ca+2
[Ca*di
CClge

CCly
Caspase (Kaspaz)
CHO
CHPx
DMEM
DMSO
GSH
GSH-Px
HEK-293
H20>

KAT

LP

NAC
NADPH
NMDG"

SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

> Anthranilic acid

: Adenozin difosfat riboz

: Halkasal adenozin difosfat riboz

: Halkasal adenozin mono fosfat

: 2-Aminoethyl diphenylborinate

: Adenozin trifosfat

: Kalsiyum iyonu

> Hucre ici kalsiyum konsantrasyonu
: Triklorometil

: Karbon tetraklortr

: Cysteine-aspartic proteases

: Chinese Hamster Ovary

- Kiimen hidroperoksid

: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
: Dimethyl sulphoxide

: Indirgenmis glutatyon

- Glutatyon peroksidaz

: Human Embryonic Kidney - 293

: Hidrojen peroksit

: Katalaz

- Lipid peroksidasyonu

- N-asetil sistein

: Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
: N-methyl D-glucamine

- Nitrik oksit

: Singlet oksijen

- Superoksit

: Hidroksil radikali

: Peroksinitrit

Vil



PARP
PARG
RNT
ROT
Se
SOD
TRP
TRPA
TRPC
TRPM
TRPML
TRPP
TRPV

: Poly-ADP Ribose-polymerase

: Poly-ADP Ribose-glycohydrolase

- Reaktif nitrojen turleri

- Reaktif oksijen turleri

- Selenyum

- Superoksit dismutaz

: Transient Receptor Potential

: Transient Receptor Potential Ankyrin

: Transient Receptor Potential Canonical
: Transient Receptor Potential Melastatin
: Transient Receptor Potential Mucolipin
: Transient Receptor Potential Polycystin

: Transient Receptor Potential Vanilloid

viii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Ekstraseliiler tampon ¢ozelti hazirlama protokolii. .........ccceevveveiiiesnennne

Tablo 2. NMDG™1i ekstraseliiler tampon ¢ozelti hazirlama protokolii. ....................

Tablo 3. Intraseliiler tampon ¢dzelti hazirlama protokolii



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1. Curcuminin moleKGIer YapiSI ......ccviviiiiiiiiiiiieie s 7
Sekil 2. TRP Kanal alt aileleri ve bunlarin alt tiplerinin molekiiler filogenetik
(011 2(01 0] 1 0T IS O ST TSP PP PP PP PPPTUPPRORPRON 8
Sekil 3. TRPM alt ailesinin ihtiva ettigi dort grubu, filogenetik yakinliklar1 ve
geemis literatlirdeki adlari..........occooiiiiiiiiii i 10
Sekil 4. Curcuminin TRPM2 kanallar1 iizerinde muhtemel etki yolaklarrt. ............... 11

Sekil 5. Patch-Clamp ¢alismalarinda kullanilan dort konfigiirasyona gegisin
(014 |14 SRRSO 15

Sekil 6. H,0; ile uyarim yapilmamig SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinden
alinan Kontrol Kaydl.........c.ooiiiiiiiiiiciese e 40

Sekil 7. Kayit esnasinda H,O; ile uyarim yapilan kontrol grubuna ait SH-SY5Y
noroblastoma hiicrelerinden alinan kontrol grubu kaydi1. ........c.cccceevivviiiiiniiiiiiinnn, 41

Sekil 8. Kayit esnasinda H,O; ile uyarim yapilan 5 uM curcumin ile inkiibe
edilen SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerine ait curcumin grubu kaydi. .................... 41

Sekil 9. TRPM2 kanali transfekte edilen ve H,O; ile uyarim yapilan SH-SY5Y
noroblastoma hiicrelerine ait transfekte grubu kaydi ile akim-voltaj iliskisini
QOSLEIEN 1=V @BIIS1. c.vivviriesriiiie ettt 43

Sekil 10. TRPM2 transfeksiyonunu takiben 24 saat boyunca 5 uM curcumin ile
inkibe edildikten sonra H,0, ile uyarim yapilan SH-SY5Y noroblastoma
hiicrelerine ait Transfekte + Curcumin grubu kaydi. .......ccccocoeiviiiiiiiiiiniiicieee 44

Sekil 11. Gruplarin TRPM2 kanal ekspresyon diizeylerinin Western Blot sonrasi
bant goruntdleri ve grafikle gOStErMI. ......ccveiiiieieee e 48

Sekil 12. Gruplarin PARP1 enzimi ekspresyon diizeylerinin Western Blot sonrasi
bant goruntdleri ve grafikle gOStErMI. ......ccveieiiieieee e 49

Sekil 13. Gruplarin prokaspaz 3 ve prokaspaz 9 ekspresyon diizeylerinin Western
Blot sonrasi bant goriintiileri ve grafikle gosterimi........ccccoccvvvviieiiiienniieniiieeieee 50



RESIMLER DiZiNi

Resim 1. Horizontal gerdirme uygulayan pipet yapicist ile patch pipeti yapim

asamalarinin EOTUNTUIETI........coviiiiiiiiiii e 17
Resim 2. Patch-Clamp sistemini olusturan temel donanimlarin gériintiisii............... 19
Resim 3. Cember ve kayit alaninin yakindan goriintlisii. ..........ccccevereiencninniinnnnns 19
Resim 4. Transfekte hiicrelerin mikroskop altinda tespiti.........c.cccevvvereeviesivernsnenne 33

Xi



GRAFIKLER DIZiNi

Grafik 1. 96’lik plakaya ekilmis SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerine 5 farkli
dozda curcumin inkiibasyonunun hiicre canliliginin MTT testi ile belirlenmesi....... 39

Grafik 2. Gruplarin akim yogunlugu grafigi.........ccccevvriiiiiiniieiiieiencsesese s 45

Grafik 3. Kiimen hidroperoksid (CHPx) stimiilasyonu ile baslatilan hiicre i¢i
serbest Ca*? salinimu iizerine curcumin inkiibasyonunun etkilerinin zamanla

14 157331118 FO PSPPSR PPRP PR 46
Grafik 4. CHPx stimiilasyonu ile indiiklenen hiicre ici Ca*® miktar1 iizerine

curcumin inkiibasyonunun etkilerinin siitun grafigi ile gosterimi. ........cccoecvverrveenne 47
Grafik 5. Curcumin inkiibasyonunun gruplarin ROT iiretimi {izerine etkileri. ........ 51

Grafik 6. Curcumin inkiibasyonunun gruplarin mitokondriyal membran
depolarizasyonu Uzering etKilerl. .........cocviiiiieiie i 52

Grafik 7. Curcumin inkiibasyonunun gruplarin kaspaz 3 enzimi aktivitesi
UZEIINE BEKIIBIT. ...ttt e e 53

Grafik 8. Curcumin inkiibasyonunun gruplarin kaspaz 9 enzimi aktivitesi
UZEIINE BEKIIIT. c.cvie s 54

Grafik 9. Curcumin inkiibasyonunun gruplarin apoptozis seviyeleri iizerine
BEKIIIT. e 55

Xii



1. GIRIS

Hiicrenin hayati fonksiyonlarini yerine getirmede iyonlarin rolii buyuktir ve
bu fonksiyonlarin yiiriitiilmesinde hiicre i¢i iyon konsantrasyonunun belirli bir
aralikta tutulmasi hiicre canliliginin devam ettirilmesi bakimindan ¢ok énemlidir.
Hiicre zar iizerinde hiicreye iyon giris-¢ikisini kontrol eden birgok farkli tipte iyon
kanali bulunmaktadir. Hicre ici kalsiyum iyon konsantrasyonunun ([Ca*?]i)
dizenlenmesinde, gorev alan iyon kanallarindan biri de insan ve bircok memelide de
bulunan Transient Receptor Potential Melastatin (TRPM) katyon kanal alt ailesidir.
Bu ailenin bir Gyesi olan Transient Receptor Potential Melastatin 2 (TRPM2)
kanallar1, basta kalsiyum iyonu (Ca*®) olmak iizere katyonlarin hiicre igine girisinden
sorumlu, non-selektif bir katyon kanali olarak tanimlanmaktadir (1). Hucre igi
metabolik reaksiyonlar sirasinda meydana gelen hidrojen peroksit (H20,) gibi
oksidatif stres urunleri ve bunlarin dolayli etkileriyle olusan ADP-Ribozun TRPM2
katyon kanal aktivasyonunda ayri ayri sorumlu olduklar1 bilinmektedir. Aktive olan
TRPM2 katyon kanallar1 vasitasiyla ekstraselliiler araliktan sitozole yiiksek miktarda
Ca*? girisi gerceklesmektedir (2). Fizyolojik simirlart 80-100 nM seviyelerinde olan
[Ca+2]i artis1, basta apoptozis olmak iizere hiicresel bir¢ok dongiiniin baglatilmasinda
onemli bir tetikleyici unsurdur. Giincel c¢alismalar, TRPM2 aracili apoptozisten
noronal hicreyi korumada; selenyum, N-acetylcysteine (NAC), melatonin gibi
antioksidanlarla oksidatif dengenin saglanip kanal aktivasyonunu dolayli yoldan
diizenlendigi gosterilmistir (3-5). Kolaylikla farklilagtirilabilen ve norolojik
hastaliklardan Alzheimer ve Parkinson’a in vitro model olarak kullanilan SH-SY5Y
noroblastoma hiicreleri normal kosullarda TRPM2 kanali ifadelememektedir. Bu
nedenle TRPM2 geniyle birlikte haberci genleri barindiran vektér plazmidler ile
gegici transfeksiyon islemi uygulanip TRPM2 ekspresyonu saglanarak arastirmalar
yapilmaktadir (6). Curcumin, Curcuma longa L. (zerdegal, hint safrani) bitkisi
rizomlarindan elde edilen sari-turuncu renkte, toz formunda, polifenolik yapida bir
bilesiktir. Yapilan ¢aligmalar ile antioksidan ve anti-enflamatuvar etkileri gosterilen
bu bitkisel bilesik E vitaminine benzer sekilde hiicresel membranlarda lokalize

olabilmektedir ve neredeyse sekiz kat daha gucli antioksidan etkiye sahiptir. Lipid



peroksidasyonuna karsi hiicresel savunmada oldukga etkili oldugu bilinmektedir (7).
Hicresel antioksidan savunma, membranlardan baslayarak sitozolik bilesenlerin
eriyik bulundugu sivi fazinda glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimatik,
indirgenmis glutatyon (GSH) gibi non-enzimatik antoksidanlar ile guclendirilir.
Membran lipidlerinin peroksidasyonu ve sitozolik oksidatif stres bu lipid-sivi faz
antioksidanlarinin igbirliginde elimine edilmektedir. Antioksidan savunmanin,
aktivasyonu oksidatif stresin dogrudan veya dolayl1 {iriinlerine bagli olan TRPM2
kanal davranisi tizerinde etkili olabilecegi hipotezi ile bu tez ¢alismasinda nérolojik
hastaliklara in vitro model olarak kullanilan SH-SY5Y hiicrelerinde TRPM2 katyon

kanal akimlari iizerine curcumin uygulamasinin etkilerini arastirmak amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Oksidatif Stres

Serbest oksijen radikalleri veya daha bilinen adiyla reaktif oksijen tiirleri
(ROT) ile reaktif nitrojen tirleri (RNT) hucresel metabolizma sireclerinde normal
seviyelerde dretilmektedir. ROT’un normal seviyeleri hicrelerin enfeksiyon
ajanlarina kars1 miicadelesinde, fizyolojisi anormallesen hicrelerin apoptoza
sevkinde ve ayn1 zamanda mitojenik yanitin gelistirilmesinde onemli yarar saglar.
Hiicresel denge seviyelerinin cesitli etkenlerle ROT iiretimi yoniinde artmasiyla
karbohidratlar, lipidler, niikleik asitler ve proteinler iizerinde gerceklesen tahribat

sonucu ortaya ¢ikan olguya oksidatif stres denilmektedir (8, 9).

Serbest radikaller atomik veya molekiiler yapilarinda bir veya daha fazla
eslenmemis elektron ihtiva ederler ve hucresel solunum streclerinde (elektron
transportu) oksijenin son elektron alicis1 olmast ve bu nedenle radikal olusturmaya
meyilli olmasi itibariyle genelde oksijenden tiretilirler (10). Serbest radikaller son
yorungelerinde ihtiva ettikleri fazla elektronu/elektronlar1 bir baska molekiille
reaksiyona girerek paylasma egilimindedirler. Boylesine kararsiz ve reaktif
molekiiller bu yiizden normal denge sinirlarin1 asan her sekilde Uretilmediklerinde

tehlikeli olmaktadirlar.

Serbest radikal iretimini tesvik eden eksojen (cevresel) nedenler; hava
kirliligi, pestisitler, sigara, alkol ve bagimlilik yapan madde tiikketimi ve bazi
antineoplastik ilaglar seklinde sayilirken, endojen (seliiler) kaynaklar arasinda;
mitokondriyal elektron transportu, membran lipidlerinin peroksidasyonu ve

peroksizomlar yer almaktadir.
Serbest radikal olusumu {i¢ baslik altinda toplanmaktadir:

1. Kovalent bag kirilmasi: Yuksek enerjili elektromanyetik dalgalar, yiksek
sicaklik veya mor Gtesi 1sinlar kimyasal baglarin kirilmasina neden olabilir. Kirilma
sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri atomlar arasinda esit paylasilinca,

her iki atom iizerinde eslenmemis elektron bulunur. Sonug olarak, iki adet yiliksek



reaktivite gosteren serbest radikal olusur (11). Ornegin; klor gazinin (Cly) ultraviyole

1sinlarla iki radikal klor atomuna pargalanmasi.
CL:Cl - Cls+ Cle

2. Molekullin heterolitik bélinmesi veya radikal olmayan molekilin bir
elektron kaybi: Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi olursa
veya molekiiliin heterolitik boliinmesiyle dis orbitalinde eslenmemis elektron kalinca
radikal formu olusur. Ornegin; Fe*? ve Cu* gibi metal iyonlar ile hidrojen peroksit

(H20,)’in eksik indirgenmesi.
Fe™ + H,0, — Fe™ + OH™ ++OH

3. Radikal olmayan molekile bir elektron eklenmesi: Radikal o&zelligi
tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylagilmamis
elektron eklenince, bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir. Ornegin;
oksijen (O,)’in tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan superoksit radikali

(O, *)’in olusumuna neden olur.
O, + e — Oz_‘

Bu tepkimelerden herhangi biri olustugunda radikal olmayan tiirlerden
radikaller ortaya cikar (12). Serbest radikaller ile radikal olmayan molekdllerin
tepkimeleri sonucu, tepkimeye giren molekuller sirayla serbest radikallere doniisiir
ve hasar zincirini ilerleterek yayarlar (13). O, nin kismi indirgenmesinden en potent
reaktif oksijen turt olan hidroksil radikali (*OH) ile O, * olusmaktadir. Singlet
oksijen (*O,) ve H,0, molekiilleri ise serbest radikal olmayan ancak serbest radikal
olusum mekanizmalarina onciiliik eden ROT tiirleridir (14). Oksijenden Uretilmeyen
diger serbest radikallere lipid peroksidasyonu (LP) esnasinda olusan peroksil
(ROQOe), karacigerde karbon tetrakloriir (CCl;) metabolizmasinda olusan
triklorometil (CClge), nitrik oksit (NOe) ve peroksinitrit (ONOO ¢) 6rnek verilebilir
(15).

Hidroksil radikali ( *OH ): Hidrojen peroksit (H,0O) gecis metal iyonlariyla
indirgenince veya suyun iyonize edici radyasyonla pargalanmasiyla *OH ortaya

¢ikar. Hiicrenin tiim organik bilesenleriyle reaksiyona girerek en ¢ok zarar veren ve



en kararsiz radikal tiiridiir. Diger ROT’un da tahribat guci <OH radikaline

doniisebilme kapasitesiyle dogru orantilidir (16).

Superoksit radikali ( O, ¢ ): Oksidatif fosforilasyonla mitokondrilerde
kullanilan oksijenin neredeyse %2’si ile indirgenmis nikotinamid adenin dintikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz enzimi vasitasiyla O, * meydana getirilir. Immiin
hiicrelerde mikroorganizmalarin tahribi i¢in 6zel olarak iiretilir. Hidrojen peroksitin
dismutasyonuyla O, e iiretildigi gibi, O, ¢ de en potent radikal 6zelligi gosteren *OH
radikaline metal iyonlartyla girdigi fenton reaksiyonlar1 sonucu doniisebilir.
Organizmalar i¢in daha reaktif tiirlere kolaylikla doniisebildiginden tehlike arz eder.

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan radikal olmayan H,O,’ye doniistiiriiliir
(17).

Singlet oksijen (*0,): Oksijenin bir elektronunun cevreden enerji alarak
kendi donme yoniiniin aksine bir orbitale yer degistirmesiyle olusur. Son
yorungesinde  eslenmemis  elektron  barindirmadigindan  radikal  olarak
siniflandirilmayan oksijenin yiiksek enerjili reaktif bir formudur. Serbest radikal
olusumu esnasinda meydana gelmesine ragmen baska serbest radikal olusturan
reaksiyonlarda baglatici faktor olarak da g¢alisir. Uyarilmis elektronu, daha diisiik
enerji seviyesine inmesiyle elektromanyetik enerji yayar. Ayrica bazi kimyasallarla

etkilesimi sonucu 1g1ma yaptigindan serbest radikal tayininde kullanilabilir (18).

Hidrojen peroksit (H2O): Organizmada O, e dismutasyonuyla, yani iki
O, + molekiiliiniin iki proton (H") almasiyla molekiiler oksijen (O,) ile birlikte H,O;
olusur. Serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri arasinda sayilmasinin
nedeni O, ¢ ile reaksiyona girip en reaktif radikal olan *OH olusumunda rol

oynamasidir (18).

Hiicresel redoks dengesinin 6nemi oksidatif stresle iligkilendirilen hastalik
sayisinin glinden giline artmasiyla anlagilabilir. Buna binaen hiicresel redoks
seviyelerinin belirli denge sinirlarinda kontrol edilmesi hastaliklar1 6nlemede veya
azaltmada etkili olabilecegini yani ‘redoks homeostasis’ fikrini dogurmustur (14, 19).
Hiicrelerde oksidatif stres aracili hasardan korunmak i¢in redoks denge durumu dort

ana yolla saglanmaya calisilir. Bunlar; onleyici mekanizmalar, fiziksel savunma



Mmekanizmalari, hasar1 tamir mekanizmalari, antioksidan savunma mekanizmalaridir

(20).

2.2. Antioksidanlar

ROT'un  hiicresel denge smirlarinda  kalmasi  hiicre  yasaminin
surdurdlebilmesi icin gereklilik arz eder. Hicresel redoks dengesinin oksidatif
ajanlar yoniine kaymasiyla hiicresel metabolik sureclerin yerine getirilmesine mani
olan oksidatif stres durumu baglar. Oksidatif hasarin 6nlenmesinde veya zararlarinin
azaltilmasinda rol oynayan maddelere genel olarak antioksidan denilmektedir.
Antioksidanlar oksidatif strese sebep olan baslica ROT ve RNT'yi ¢esitli
mekanizmalarla devre dis1 birakarak hasar boyutunun azaltilmasina yardimci olurlar

(21, 22).

a) Enzimatik antioksidanlar veya antioksidan enzimler: Hiicrede dogal
metabolik sureclerde rol alan, mevcut veya potansiyel oksidatif stres parametrelerini
disiik seviyelere c¢ekmekle gorevli enzimlerdir. Siiperoksit dismutaz (SOD),

glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (KAT) baslica antioksidan enzimlerdir.

b) Enzimatik olmayan antioksidanlar: Insan viicudunda nadiren uretilen,
cogunlugu gidalarla temin edilen ve viicudun biyokimyasal siire¢lerinde cesitli
amaclarla gorev alan bir¢ogu bitkisel kaynakli maddelerdir. Bunlara vitaminlerden
askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini), B-karotenden sentezlenen A
vitamini, peptid antioksidanlardan glutatyon (GSH), bitkilerle aliman flavonoidler,
ozellikle sari-turuncu bitkilerden elde edilen karotenoidler 6rnek gosterilebilir (23).
Antioksidanlar serbest radikallerin hiicresel organik molekiillere zararli etkilerini
radikal olusum siireglerinin baglangicinda veya ilerleme asamasinda baskilama
(primer antioksidanlar) ya da zararlarmmi Onleme (sekonder antioksidanlar)

kabiliyetlerine sahip molekdllerdir.



2.2.1. Curcumin

Curcumin (1,7-bis[4-hydroxy 3-methoxy phenyl]-1,6-heptadiene-3,5-dione)
sari-turuncu  renkte, Curcuma longa L. (zerdegal, hintsafran1) bitkisinin
rizomlarindan elde edilen, yagda ¢oziinebilen polifenolik yapida bir bilesiktir
(PubMed CID: 969516). Geleneksel Hint tibbinda anti-enflamatuvar 6zelliginden
dolay1 yiizyillardir kullanilan bu bitkinin yiyeceklere baharat katkisi olarak da
kullanildig1 bilinmekle birlikte kimyasal yapis1 ilk kez 1910 yilinda ortaya
cikarilabilmistir (24).

HO OH
OCHs H3CO

Sekil 1. Curcuminin molekiiler yapis1 (25).

Curcumin hakkinda yapilan arastirmalar baslangi¢cta curcuminin, anti-
enflamatuvar, anti-timdr ve antioksidan 6zelligini gostermekle birlikte sonralar1 E
vitaminine kiyasla 8 kat daha giiclii antioksidan oOzelliklere sahip oldugu
gosterilmistir (7, 25). Merkezi sinir sistemi, 6zellikle beyin dokusu, lipid bakimindan
zengin yapist nedeniyle oksidatif hasara oldukca duyarli dokulardir. Yagda
coziinebilen kuvvetli bir antioksidan olmasi nedeniyle son yillarda yapilan
aragtirmalar Alzheimer, Parkinson ve serebral iskemi gibi merkezi sinir sistemi
hastaliklarinda curcuminin koruyucu etkisi iizerine yogunlasmaktadir. Yapilan in
vivo ve in vitro calismalarda Alzheimer hastaliginin belirteci olan amyloid beta
proteininin  birikimi ve toksik etkilerinin azaltilmasinda curcuminin faydali

etkilerinden s0z edilmistir (26-28).

Ayrica Curcuminin in vitro oksidatif stres modelinde ndéronal hicreler

tizerinde koruyucu etkisinin arastirildigi bir calisma da Uguz ve ark. tarafindan



yapilmis ve bu giiclii antioksidan etkiler gdsteren maddenin oksidatif hasarin

onlenmesinde terapotik etkisi olabilecegi vurgulanmistir (29).

2.3. Transient Receptor Potential (TRP) Kanallari

TRP kanallari, ilk olarak Drosophila cinsi meyve sineklerinin fotoreseptor
hiicrelerinde varlig: tespit edilen, genel olarak Ca™ gecirgen transmembran iyon
kanallaridir (30). Hiicre dis1 s1vi, hiicre igine oranla yaklasik 20.000 kat daha fazla
oranda Ca* ihtiva ettigi goz oniine alminca, sitozoldeki Ca*® konsantrasyonunun
degisimine bagli olarak agilip kapanan bu kanallardan iyon gecisinin hiicrenin
yagamsal fonksiyonlarmi yerine getirmesinde blyik Onem arz ettigi
diistintilmektedir. TRP iyon kanal Ust ailesi insanlarda, kendi icerisinde spesifik
baglanma bolgelerine gore toplamda 29 alt tip ihtiva eden, alt1 alt aileye ayrilir (31).
Bunlar; Ankyrin (TRPA), Vanilloid (TRPV), Canonical (TRPC), Melastatin
(TRPM), Polycystin (TRPP), Mucolipin (TRPML) dir.

e E— e I
TRPMT7 (Chak1, TRP-PLIK)
- TRPM3 (KIAA1616)

TRPM1 (Melastatin-1) TRPM

TRPMS (MTR1)
TRPM4

- TRPMZ (LTRPCZ, TRPCT)
TRPME (TRP-p&, CMR1) -

TRPC4 TRPC

TRPC2 =
A TRPP2 (PKD2L1) 7
|

TRPP2Z (PKD2)
— TRPPS (PKD2L2) DR
TRPP1 (PKD1) B
I TRPML1 ]
|_| TRPML3 TRPML
TRPML2 .
TRPV2 (VRL-1) -
—i" TRPV1 (VR-1)
TRPV4 (OTRPC4, VR-OAC)
TRPV3 (VRL-3) R
——— TRPV5 (ECAC1, CaT2)
L——TRPVS (ECAC2, CaT1) -
TRPAT (ANKTM1) - TRPA

Sekil 2. TRP Kanal alt aileleri ve bunlarin alt tiplerinin molekiiler filogenetik dikotomisi (31).



Her bir alt aile spesifik tanimlayict bolgelerine gore belirlenmis alt birimlere
ayrilir ve her alt birim kendi i¢inde degisik sayida kanal alt tiplerine sahiptir ve
bunlar ayn1 zamanda anilan alt ailelerin iiyeleridirler. TRPA alt ailesinin bir, TRPV
alt ailesinin alti, TRPC alt ailesinin yedi, TRPM alt ailesinin sekiz, TRPP alt ailesinin
dort ve TRPML alt ailesinin simdiye kadar kesfedilen {i¢ alt birimi veya Uyesi
mevcuttur (30). Son yillarda yapilan ¢aligmalarla TRP iyon kanallarinin; apoptozis
(32), kanser (33), diyabet (34) gibi hastaliklarin yani sira; Alzheimer hastaligi (35)

ve migren (36) gibi norolojik rahatsizliklarla baglantisi olabilecegi bildirilmistir.

2.3.1. TRPM Katyon Kanal Alt Ailesi

TRPM alt ailesi sekiz alt tip igerir ve dort gruba ayrilir. Bu gruplar, kanallar

olusturan aminoasit dizi benzerlikleri esasina dayanarak olusturulmustur (Sekil 3).

1. Grup; TRPM1 ve TRPM3’ten olusur. TRPM1’i aktive eden bilinmemekle
beraber, TRPM3’(in ise steroidlerden pregnenolon siilfat ve Ca*? ile aktive oldugu
bildirilmistir (37).

2. Grup; TRPM6 ve TRPM7’den olusur. TRPM6 ve TRPM7°nin karboksi
terminalinde yerlesik kinaz aktivite bolgesindeki serin/treonin kalintilarindan ATP

harcanarak aktive edildigi vurgulanmistir (38).

3. Grup; TRPM4 ve TRPM5’ten olusur. TRPM4 ve TRPMS5’in Cat2
gecirgen olmadigi fakat aktivasyonlarinin [Ca*¥iile diizenlendiginden sz edilmistir

(39).

4. Grup; TRPM2 ve TRPM8’den olusur. TRPM2’nin karboksi terminaline
yerlesik NUDT9-H bdlgesinin ADP-Riboz pirofosfataz aktivitesiyle ADP-Riboz ve
ROT ile (H20,) aktive oldugu; TRPMS&’in ise mentol ve dusiik sicakliklarda aktive
oldugu kanmtlanmistir (40, 41).



TRPM2 (hTRPCT, LTRPC2, CCHBZ)

i TRPMS (Trp-pB, CCHES)

TRPMS (miitr1, LTRPCS, CCHBS)

TRPM4 (hFLJ20041, LTRPC4, CCHB4)

TRPM3 (hK1AA1616, LTRPC3, CCHB3)

TRPM?1 (hMelastatin, LTRPC1, CCHB1)
TRPM6 (hChak2, CCHE&)

TRPM7 [mTRP-PLIK, Chak1, LTRPCT, CCHBEY)

Sekil 3. TRPM alt ailesinin ihtiva ettigi dort grubu, filogenetik yakinliklari ve gegmis literatiirdeki
adlar1 (30).

2.3.1.1. TRPM2 Katyon Kanallar:

TRPM2, TRPM ailesinin ikinci iiyesi olarak tanimlanmistir (42, 43). TRPM2
katyon kanallarinda tipki voltaja duyarli sodyum kanallarinda oldugu gibi 6 segment
bulunmaktadir ve iyon akisi 5. ve 6. segmentler arasindaki pordan gerceklesmektedir
(44). Kanalin amino ve karboksi uglari sitozole bakar. TRPM2’nin karboksi ucuna
‘nudix domain’ (NUDT9-H bdlgesi) denilmektedir. Bu u¢ ADP-Riboz pirofosfataz
enzimi aktivitesine sahiptir. Bu sayede kanalin karboksi ucuyla ADP-Riboz’un
etkilesimi esnasinda, ADP-Riboz’dan AMP ve Riboz 5-fosfat olusumu katalizlenir
ve kanal aktivasyonu gerceklesir (45). Bu reaksiyon sonucu biriken adenozin mono
fosfat (AMP)’in negatif geribildirim mekanizmasiyla ¢alisarak  kanalin

inaktivasyonundan sorumlu oldugu diistiniilmektedir (46).
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Sekil 4. Curcuminin TRPM2 kanallar1 iizerinde muhtemel etki yolaklari. Eksojen ve endojen kaynakli
ROT un tegvik ettigi ADP-Riboz/NAD+ metabolizmast aracili potansiyel TRPM2 kanal aktivasyon
yolaklari ve kanalin 6 segmentten olusan, hiicre i¢ine bakan N-terminal ve C-terminal uglar ihtiva
eden membrana yerlesik molekiiler yapisi. (RyRs: Riyanodin reseptorleri, Cnx 43: Konneksin 43,
CD38: Halkasal ADP-Riboz hidrolaz)

2.4. Patch-Clamp Teknigi

Dilimize Yama-Kenetleme, Yama-Mentese veya Yama-Kiskact seklinde
cevrilen Patch-Clamp teknigi; istenen diizeye kenetlenen (sabit tutulan) membran
potansiyeline karsin iyon kanallarinda degisen iyon hareketliligine bagli olusan
akimlarin kaydedilmesi prensibine dayanir. Prof. Dr. Erwin Neher ve Prof. Dr. Bert
Sakkman tarafindan Voltage-Clamp Tekniginden gelistirilen ve kullanilmaya
baslanan bu teknik, zamanla degisik amacglara uygun hale getirilen donanimlarla

gunimuzdeki halini almistir (47).

Patch-Clamp temel olarak; hiicre membrani iizerinde mevcut hedef kanallar
acikken kimyasal gradiyent yoniindeki iyon akiginin elektriksel hesab1 ve bilgisayar

yazilimiyla ifadesi seklinde tanimlanabilir. Iyon kanallarinin gegirgenlik 6zellikleri,
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kanal1 aktive/inaktive eden mekanizmalarin dogasi ve ¢esitli hastaliklarda kanallarin
islevsel durumlarinin arastirildigi ¢alismalarda en sik kullanilan yontem Patch-Clamp
teknigidir. Voltage-Clamp tekniginden tiiretilen Patch-Clamp tekniginde; tek elektrot
kullanilarak zar belli bir potansiyele kenetlenirken, ayni elektrotla iyon akimina baglh
elektriksel degisiklikler kaydedilebilir. Bu Patch-Clamp’in Voltage-Clamp’ten en

onemli farki ve tstlinliigiidiir (48).

Patch-Clamp, dort degisik konfigilirasyon iizerinden yiiriitiilen bir tekniktir.
Bunlar; On-cell veya Cell-attached, Whole-cell, Inside-out ve Outside-out
konfiglrasyonudur. Arastirmaci ilk olarak ¢emberdeki siviya temas eder. Pipet ug
direncini osiloskop ekranindan takip ederek 2-8 mega ohm (MQ) seviyelerinde
oldugunu dogruladiktan sonra on-cell veya cell-attached (hlicre (zerinde)
konfiglrasyonunda hiicreye temas eder ve membran yamasi ile patch pipeti arasinda
giga seal (giga miihiir/yapisma) diye tabir edilen direng seviyelerine (1-10 GQ)
ulagsmay1 bekler. Bu degerlere ulasinca diger konfigiirasyonlara ge¢mek i¢in islemleri
baglatir. Ancak calismalarda hiicrelerin bulundugu ortam ve pipet ici sivilari
kullanilacak konfigiirasyona gore degistiginden arastirmaci ¢alismada hangi
konfigiirasyonu kullanmay1r amacliyorsa ¢embere ve pipet igerisine uygun

soliisyonlar1 en bagindan koymasi gerekmektedir.

2.4.1. Hiicre Uzerinde Kayit Konfigiirasyonu (On-cell, Cell-attached)

Patch pipetinin ucu, mikromanipiilator vasitasiyla hiicreye temas edecek en
yakin noktaya kadar ayarlanir (Resim 3). Membranin iizerine getirilir. Hiicreye
dokundurulur. Membrana pipet vasitasiyla bir miktar negatif basing (emme kuvveti)
uygulanir. Membranin bir kismi1 pipetin i¢ine dogru girer. Yani pipet icine negatif
basingla membrandan bir béliim (membran yamasi) hapsedilmis olur. Membranin
pipetin i¢ine hapsedilen kismi pipetin i¢ cidarini, pipet i¢i sivi ile hiicrelerin
bulundugu s1vidan (ekstraseliiler s1v1) karsilikli gegisini engelleyecek sekilde kapatir.
Buna seal (miihiir) olusumu denir. Bu durumda bilgisayar yaziliminin osiloskop
ekraninda gosterilen diren¢ M seviyelerinde degisir. Sayet pipet icerisindeki
membran parcasi pipeti iki sivi arasi alisverisi tamamen kesecek sekilde kapatirsa

buna giga seal olusumu denir. Bu esnada pipet direncinin giga ohm (1-10 GQ)
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seviyelerinde oldugu gozlenir. Pipetin igerisinde bulunan mikro elektrot ile pipet
ucuna hapsedilen membran yamasi lizerinde bulunan kanallardan gegen iyon
akimlar1 kaydedilir. Boylece hiicre i¢i metabolizma siireclerinin devam ettigi anda,
membran yamasi ilizerindeki kanallarinin davranisi tespit edilebilmektedir. Bu
konfigurasyonda hucreler cember icerisinde ekstraseliiler sivida bulunurlar. Pipetin
icine hapsedilen parcanin normalde olmasi gereken yer de ekstraseliiler ortam

oldugundan, pipet icerisine de ekstraseliiler sivi koyulur.

2.4.2. Tiim Hiicre Kayit Konfigiirasyonu (Whole-cell)

Hiicre tizerinde konfigiirasyonu olusturulduktan sonra, pipet icine hapsedilen
membran parcasini kopartacak kadar negatif basing uygulanir. Pipet icerisindeki
membrandan bir parca kopmasi ile hiicre biitiinliigiinii bozulmaz. Hiicre
membraninin pipet i¢ cidarinda yapistigi yerlerden biitiinliik saglanir. Bu sirada pipet
ici siv1 ile hiicre i¢i sivi membranin kopmus bosluk bolgesinden birlesir. Hlcrenin
kopmadan oOnceki konumuna gelmesi ve canliliginin etkilenmedigi bilgisayar
programindan izlenirken ve mikroskoptan da takip edilir. Kayit almaya baslanir. Bu
konfigiirasyonda hiicre igine verilen maddelerin kanallar1 nasil etkiledigi
caligilabilecegi gibi hiicrenin iizerindeki tiim kanallardan iyon ge¢isini nelerin
etkiledigini arastirmak icin hiicrelerin bulundugu ortama cesitli maddeler vererek

calisilabilir.

2.4.3. i¢ci Disarida Kayit Konfigiirasyonu (Inside-out)

Hicre Uzerinde konfiglrasyonundayken pipet igine hapsedilen membran
pargasmin pipetin geriye ¢ekilerek kopartilmasiyla i¢i disarida konfigiirasyonuna
gecilmis olur. Bu konfigiirasyonda amag; hiicreden ayrilan membran yamasi
tizerinde mevcut iyon kanallarindan hiicre organellerinin etkilerinden bagimsiz
olarak kanal davraniginin dogrudan arastirilmasidir. Kanal aktivasyonu veya
inhibisyonunun kanalin kendi iizerinde veya membran Uzerindeki mekanizmalar
vasitastyla olup olmadigin1 ve kanallar iizerinde intraseliiler faktorlerin etkilerini
arastirmakta kullanilir. Burada membran yamasinin hiicre i¢i alana bakan tarafi artik

cembere baktigindan i¢i disarida denilmektedir. Dolayisiyla c¢ember igerisine
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intraseliiler sollisyon, pipet icerisine membranin dis tarafi baktig1 i¢in ekstraseliiler

soliisyon koyulur.

2.4.4. Dis1 Disarida Kayit Konfigiirasyonu (Outside-out)

Tiim hiicre kayit konfigiirasyonundayken pipetin geriye ¢ekilerek membran i¢
ceperine yapisan kismindan uzayip kopartilmasiyla dis1 disarida konfigiirasyonuna
gecilmis olur. Pipet ceperine yapismis membran parcalarinin hiicreden ayrilan
parcalar1 bilinmeyen bir sekilde tekrar birleserek membranin dogal halinde
ekstraselller alana bakan yiizii ¢embere baktigindan dis1 disarida diye adlandirilir.
Kanal aktivasyonu veya inhibisyonunun kanalin kendi iizerinde veya membran
tizerindeki mekanizmalar vasitasiyla olup olmadigimi ve kanallar {izerinde
ekstraseliiler faktorlerin etkilerini arastirmakta kullanilir. Burada membran
yamasimin hiicre i¢i alana bakan tarafi artik ¢embere baktigindan dis1 disarida
denilmektedir. Dolayisiyla ¢ember igerisine ekstraseliiler soliisyon, pipet igerisine
membranin i¢ tarafi baktig1 icin intraseliiler soliisyon koyulur. I¢i disarida ve digi
disarida konfigiirasyonlar1 hiicre membraninin sadece pipet ucunda kalan kismiyla ve
o alandaki kadar iyon kanaliyla ilgilendiklerinden ikisine birden ‘excised patch-

clamp’ (kesilmis yama-kenetleme) denilmektedir (48).
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Sekil 5. Patch-Clamp ¢aligmalarinda kullanilan dort konfigiirasyona gegisin ¢izimi. Cek: Pipetin geri

cekilmesi ve hiicreden uzaklastirilmasi. (Yrd. Dog. Dr. Omer CELIK in izni ile kullanilnustir.)

2.4.5. Patch-Clamp Sisteminin Ana Elemanlar:

Patch-Clamp Teknigi igin sistemin (veya setin) eksiksiz kurulmus olmasi
gerekmektedir. Calisma amacia gore kullanilacak aletlerin niteligi degismekle
birlikte genel olarak tek hiicre (single cell) kayitlarinin alinmasi igin belirtilen alet ve

donanimlar elzemdir.
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a. Faraday Kafesi

Michael Faraday tarafindan 1836 yilinda kesfedildiginden bu yana bilimsel
caligmalar i¢in kullanilmaktadir. Patch-Clamp Teknigi ile bir hiicreden veya bazen
hiicreden ayrilmig bir membran pargasindan potansiyel veya akim kayitlar
alindigindan mili volt (mV) veya piko amper (pA) diizeylerindeki anlik verilerin
olduk¢a hassas ve ¢evredeki elektrik alanlardan izole bir sekilde elde edilebilmesi
icin Faraday kafeslerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Iyi topraklanmamis setlerden veya
Faraday kafesi kullanilmadan alinan kayzitlar, dis etkilere agik hale geldiginden ve bu
da kayitlarin giivenirligini olumsuz etkilemektedir. Ozellikle tekli kanal kayitlarmin
almacagi caligmalar i¢in dis ortamdan gelen noise (gliriilti) tabir edilen parazit

akimlarin arindirilarak saglikli kayitlar almak i¢in kullanilmaktadir.

b. Titresim Onleyici Masa

Hiicrelere temas esnasinda dig ¢evreden gelen fiziksel titresimler patch
pipetinin hiicreyle temasini kesebilir veya pipetin kirilmasina sebep olabilir. Bunu
onlemek i¢in pipetin bagli oldugu mikromanipiilator ile inverted mikroskopun
mimkiin olduk¢a sarsintidan uzak ve sabit tutulmasi gerekmektedir. Bu amagla
Patch-Clamp c¢alismalarinda kullanilmak {izere O6zel tasarlanmis, dig titresimleri

miimkiin oldugunca engelleyen masalar kullanilmaktadir.

c. Inverted Mikroskop

Inverted mikroskoplarin temel caligma prensibi objektifi numune tablasina
istten bakan (upright) mikroskoplara gore zittir. Objektifleri altta bulundugu igin
mikroskop tablasinin {izerindeki numuneyi aslinda en altindan gorlrler. Cember
(chamber, bath) icerisine koyulan hiicrelere alttan bakarak hiicrenin yeri tespit edilir.
Tek hicreden Patch-Clamp kayitlart i¢in en uygun mikroskoplardir. Doku
kesitlerinden alinacak kayitlar i¢in objektifi iistten bakan ve suya temas etmeye

uyumlu olan mikroskoplarin tercih edilmesi gerekmektedir.
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d. Pipet yapicist (Puller)

Patch-Clamp calismalarinda elektrofizyolojik kayitlar alinabilmesi igin patch
pipeti denilen 1-2 pum ug¢ ac¢ikliginda, borosilikat tiiplerden yapilma pipetler
kullanilmaktadir. Pipet yapicisi {izerinde bulunan kanala borosilikat tiip yerlestirilir.
Istenilen pipet u¢ acikhigi ve direnci gdz Oniine alinarak cihaza uygun degerler
girildikten sonra pipet yapimi baslatilir. Tiip tam ortadan 1sitilip iki yandan
gerdirilince islem sonunda iki adet patch pipeti elde edilmis olur. Patch-Clamp
caligmalar1 i¢in mutlaka pipet yapicist kullanilmasi gerekmektedir. Yatay

(horizontal) veya dikey (vertical) tipte gerdirme yapan pipet yapicilari mevcuttur.

Resim 1. Horizontal gerdirme uygulayan pipet yapicisi ile patch pipeti yapim agsamalarinin

gorintdleri. A: Cihazin genel goriiniisii, B: Borosilikat tiipiin cihaza yerlestirilmis hali, C: Ist
uygulamasi ve zit yonde gerdirme ile tiipiin pipet haline getirilisi, D: Islem sonrasinda iki patch

pipetinin elde edilmis hali.
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e. Mikromanipulator

Patch pipetini X, Y ve Z duzlemlerinde (One-arkaya, saga-sola ve yukari-
asagl) kumandasi ile hareket ettirerek hiicreye yaklasmada ve temas etmede
kullanilan motorize sistemdir. Bu sistem pipeti um seviyelerinde ¢ok hassas hareket

ettirerek pipetin daha verimli kullanilmasini saglar.

f. Perflzyon Sistemi ve Peristaltik Pompa

Kayitlar esnasinda hiicreye veya membran yamasmma disaridan g¢esitli
kimyasallar verilmekte ve kanal davranist anlik kaydedilmektedir. Bu kimyasallarin
sirastyla ¢gembere gondermeyi kolaylastiran tlp ve borular sistemine perfuizyon
sistemi denilmektedir. Cembere gonderilen sivinin ¢emberden uzaklastirilmasi igin

tahliye amacl peristaltik pompa ile birlikte kullanilirlar.

g. Yukselte¢ (Amplifikator)

Giivenilir kayitlar alabilmek i¢in miimkiin oldugunca izole ortamlar ve iyi
tasarlanmis kayit cihazlarina ihtiya¢ vardir. Kenetleme degerlerinin ayarlanmasinda
ve kanal davramisinda olan degisimlerin kaydedilmesinde yiikseltecler
kullanilmaktadir. Potansiyel kaydi yaparken etkin kayit diizeni i¢in miimkiin
oldugunca disiik direngli elektrotlar ve giris direnci yiiksek yiikseltecler
kullanilmalidir. Alinan biyopotansiyel kayitlar1 yiikseltilerek bilgisayar yazilimindan
sayisal veriler halinde izlenir. Yiikseltegler; Patch-Clamp tekli kanal (single channel)
ve tek hlcre kayitlarinda piko amper (pA) diizeyindeki akimlari ve milivolt (mV)
diizeyindeki potansiyelleri, ¢cevreden gelen ve giiriiltii (noise) olarak adlandirilan

parazitlerden arindirarak net kazang elde eden sistemlerdir.

h. Bilgisayar Donanimi ve Yazilimi

Yukselteclerin etkin kazangla aldigi veriler bagl oldugu bilgisayara iletilir.

Burada hazir bulunmasi gereken yiikseltece uyumlu yazilim sayesinde gorsel formata
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uyarlanir ve anlik grafik ekrani, sinyal pulslarin1 gosteren osiloskop ekrani ve sayisal

veriler ekran1 gibi ekranlardan takip edilir ve bilgisayarda saklanir.

Resim 3. Cember ve kayit alaninin yakindan goriintiisi.
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2.4.6. Patch-Clamp Sistemine Ek Cihazlar

a. Polishing cihazi

Pipet yapicisinin 1sman parcasi olan filamani veya rezistanslari zamanla
deformasyona ugrayabilir ve istenilen u¢ acikligmma sahip pipetler elde
edilemeyebilir. Bu da pipetin ¢ember sivisina ilk temasta gézlenmesi gereken 2-8
MQ seviyelerinden sapmasiyla anlasilabilir. Boyle durumlarda 1sik mikroskobu
tablasina yerlesik lehim benzeri 1sitma sistemine pipet ucu birka¢ saniyeligine

yaklagtirilir ve 1s1 uygulamasiyla istenen diizeye getirmeye caligilir (47).

b. Floresan 11k kaynag eklentisi

Patch-Clamp arastirmalar1 siklikla normal olarak ¢alisilacak iyon kanalini
ifadeleyen hiicrelerle yapilir. Ancak c¢aligma amacina gore istenen kanal geni
transfeksiyon ile normalde o geni ifadelemeyen hiicre hatlarina gegici veya daimi
olarak aktarilabilir. Bu aktarim i¢in floresan 151k altinda parlama yapabilen genellikle
Green Fluorescent Protein (GFP) raportor geni kodlayan plazmidler kullanilir.
Istenen kanalin aktarilan hiicrede ifadelendigi dogrulanmis hiicrelerden kayit almak
icin mikroskoba floresan 151k kaynagi eklentisi ile transfekte hiicreler tespit edilerek

kayitlar alinir (3, 4, 49).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanmilan Alet ve Malzemeler

Inverted mikroskop: Zeiss, Axiovert Al ve Primo Vert (Almanya)
Yikseltec: HEKA, EPC-10 USB (Almanya)

Mikromanupilator: Luigs and Neumann (Almanya)

Is1 kontrollii gember ve tablasi: Luigs and Neumann (Almanya)

Pipet yapicisi (Puller): Sutter Instruments P90 (ABD)

Borosilikat tupler: Sutter Instruments (ABD)

Peristaltik pompa: LongerPump (Cin)

Faraday kafesi: Stileyman Demirel Universitesi Metal Atolyesi (Turkiye)
Sarsinti dnleyici masa: Siileyman Demirel Universitesi Metal Atdlyesi (Tiirkiye)
Laminar Flow Kabini: Jouan MSC 12 (ABD)

Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Select BioProducts (ABD)
Sarjl1 pipet: Witeg (Almanya)

Sarjli pipet uglart: LP Italiana 5 ml, 10 ml hacimlerde (Italya)
Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

Floresan spektrofotometre: Cary Eclipse, Varian, (Avustralya)

Plate reader: Infinite 200 Pro, Tecan (Avusturya)

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

Jel goriintiileme cihaz1: G:Box, Syngene (Ingiltere)

Sogutmali santrifiij: Kubota 2800 (Japonya)
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Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Isvicre)

Vorteks: Nive NM 100 (Turkiye)

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

Manyetik karistirict: Niive (Tiirkiye)

CO; inklbator: Heal Force HF90, Smart Cell (Japonya)
Calkalamali su banyosu: Termal Laboratuvar Aletleri (Turkiye)
Calkalama cihazi: Biosan (Tiirkiye)

Kiiltiir flasklari: Cell Star, Greiner Bio-One (Almanya)

Falkon tupleri: ISOLAB, 15 ml ve 50 ml hacimlerde (Almanya)
Cryo tipler: Greiner Bio-One (Almanya)

Steril 96’11k plakalar: Greiner Bio-One (Almanya)
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3.1.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Curcumin, Sigma Aldrich (ABD)

HAM’S F12 Medium, Biochrom (Almanya)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Sigma Aldrich (ABD)
Fetal Bovine Serum (FBS), Life Technologies (ABD)
Penicillin/Streptomycin, Biochrom (Almanya)

Phosphate Buffered Saline (10X, PBS), Biochrom (Almanya)
Trypsin-EDTA (%0,25), Sigma Aldrich (ABD)

Dimethyl sulphoxide (DMSO), Sigma Aldrich (ABD)
N-Methyl D-Glucamine (NMDG"), Sigma Aldrich (ABD)
Anthranilic acid (ACA), Sigma Aldrich (ABD)

Hydrogen peroxide (H,0O,), 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)

Sodium chloride (NaCl), Merck (Almanya)

Potassium chloride (KCI), Merck (Almanya)

Calcium chloride (CaCl,), Merck (Almanya)

L-glutamic acid, Merck (Almanya)

Cesium hydroxide monohydrate (CsOH.H,0), Sigma Aldrich (ABD)
Hydrochloric acid (HCI), Merck (Almanya)

Potassium hydroxide (KOH), Merck (Almanya)

Fura-2 AM, Invitrogen (ABD)
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TransFast Transfection Kit, Promega (ABD)

APOPercentage Apoptosis Kit, Biocolor (Kuzey Irlanda)

APOPercentage Release Solution, Biocolor (Kuzey irlanda)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma Aldrich (ABD)
Dihydrorhodamine 123 (DHR 123), Molecular Probes (ABD)

JC-1 Dye, Santa Cruz Biotechnology (ABD)

Kaspaz 3 (AC-DEVD-AMC) substrat, Bachem, (isvigre)

Kaspaz 9 (AC-LEHD-AMC) substrat, Bachem, (isvicre)
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3.2. YOntem

3.2.1. Hiicrelerin Cogaltimi ve Gruplarin Olusturulmasi

Medyumlarin Hazirlanmasi

SH-SY5Y hiicrelerinin ekim ve pasajlanmasinda iki farkli medyumun
(HAM’S F12, Biochrom, Almanya ve DMEM, Biochrom, Almanya) %50-%50
oranlarinda karigimi kullanilmigtir. SH-SY5Y hiicre hatt1 besi ortami; %89 Medyum
(%50 HAM’S F12 + %50 DMEM), %10 Fetal Bovine Serum (FBS, Biochrom,
Almanya) ve %1’i Penicillin-Streptomycin (Biochrom, Almanya) antibiyotik
kombinasyonu olacak sekilde modifiye edildi. Hazirlanan bu karisim bundan sonraki

bolimlerde sadece ‘medyum’ olarak anilmistir.

Laminar Akim Kabini ve Diger EKipmanlarin Hazirlanmasi:

SH-SY5Y hicrelerinin ekim, pasajlama ve transfeksiyon islemleri steril
Laminar Akim Kabini (Laminar Flow) icerisinde gergeklestirilmistir. TUm islemlerin
oncesinde laminar flowun (MSC 12, Jouan, ABD) kiiltiir kaplarinin yuzeyleri ile
temas edecek c¢alisma alani, 15 dakika boyunca Ultra Viyole (UV) 1s18a maruz
birakilmak suretiyle sterilize edilmistir. Hiicrelerin ekim islemine ge¢meden 6nce
laminar flowun calisma yiizeyi, inverted mikroskobun (Zeiss, Primo Vert, Almanya)
tablas ve diger tek kullanimlik olmayan malzemeler %70’lik etil alkol ile dezenfekte
edilmistir. SH-SY5Y hicreleri -196 °C sicaklikta sivi nitrojen tanki igerisinde
bulunan 2 ml’lik cryo tiplerde (Greiner Bio-One GmbH, Almanya) muhafaza

edilmistir.

Hucrelerin Cozdurulmesi

Hazirlanan medyumdan tek kullanimlik steril pipetler yardimiyla 75 cm?’lik
zemin alania ve 250 mI’lik hacme sahip olan T75 flask (Cell Star, Greiner Bio-One

GmbH, Almanya) paketi laminar flow kabini igerisinde agilip kapaklari agilmadan
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hazir bir sekilde bekletildiler. Bunun yan1 sira 15 ml’lik bir falkon tiip icerisine taze
medyumdan 9 ml koyuldu. SH-SY5Y hdcrelerini ihtiva eden cryo tiip siv1 nitrojen
tanki igerisinden alinarak sicakligi 37 °C’ye ayarlanmis ¢alkalamali su banyosunda
(Termal Laboratuvar Aletleri, Turkiye) yar1 sivi yari buz haline gelinceye kadar
isitildi. Cryo tUp i¢ geperi eriyince 1sitma islemi sonlandirilarak ve tiipiin etrafi
%70’lik etil alkol ile silinerek laminar flow kabini igerisine yerlestirildi. Heniiz yar1
buz-yar1 s1vi haldeyken cryo tiip i¢erisindeki sivinin tamami daha 6nceden hazirlanan
icerisinde 9 ml medyum bulunan 15 ml’lik falkon tupe aktarildi. Falkon tiip 800
RPM (yaklasik 125 g) devirde 5 dakika sureyle ve 20-23 °C sicaklikta santrifiij
(Kubota 2800, Japonya) edildi. Siipernatant hassas bir sekilde uzaklastirildi. Dipte
kalan htcreler tzerine 10 ml taze medyum eklendi. 20-25 kez hassas bir sekilde
restispense edip hiicrelerin homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Pipetaj islemi
bittikten sonra bu falkon tiip igerisindeki hiicre-medyum suspansiyonu daha dnceden
hazirladigimiz bos flasklara aktarildi. Boylece hucrelerin ¢6zme ve ekim islemleri
tamamlandi. Bu flasklar daha sonra steril inkiibatore alinarak burada 24 - 48 saat
inkibe (37 °C ve %5 CO,) edildi (HF 90, Heal Force, Smart Cell, ABD).

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin, 25 cm? yiizey alanina sahip T25 flasklara (Cell Star, Greiner Bio-
One GmbH, Almanya) pasajlanmasi amag¢lanmistir. Laminar flow kabini igerisinde
ambalajlar1 agilan flasklar kapaklari agilmadan hazir bir sekilde bekletildi. T75
flasklarda 24 - 48 saat inkiibe edilen hiicrelerin iireme yogunluklari (konfluent)
inverted mikroskop yardimiyla tespit edilerek en az %80 konfluent olan flasklar
calismaya dahil edildi. Ayrica mikroskopta kontaminasyon olup olmadigi da
degerlendirildikten sonra ¢alismaya uygun flasklar laminar flowa alindi. SH-SY5Y
hicreleri bulunduklan kiiltiir kaplarinin zeminine tutunma &zelligi gostermektedir.
Deneysel caligmalarin  yapilabilmesi i¢in flask zemininden kaldirilmalari
gerekmektedir. Hicrelerin biyitme medyumu atik toplama sisesine bosaltildi. Her
flaskin tlizerine yaklasik 2,5 ml 1X Phosphate Buffered Saline (PBS, Biochrom,
Almanya) koyularak yavas hareketlerle hiicreler nazik¢e yikandi. Flask icgerisindeki
PBS pipet yardimiyla hiicrelerin bulundugu flasktan uzaklastirildi. Boylelikle 6lu
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hiicre artiklar1 ve ekstraseltiler ortamda bulunan toksik metabolitler ortamdan
uzaklastirilmig oldu. Hucrelerin Uzerine %0,25’lik Tripsin-EDTA (Sigma Aldrich,
ABD) ¢ozeltisinden flask zeminini kaplayacak miktarda (yaklasik olarak 1-2 ml)
koyuldu. Hdcrelerin inverted mikroskop ile tutunduklari yiizeyden ayrilip
ayrilmadiklar1 kontrol edildi. Mikroskop ile hiicrelerin flask yiizeyden ayrildiklar
tespit edilince flasklar laminar flow kabinine alindi ve uzerlerine 8-9 ml taze
medyum eklendi. Cok hassas bir sekilde 10-15 kez pipetaj islemi uygulandi. Pipetaj
islemi bitince hiicreler steril bos bir 15 ml’lik falkon tlipe alindi. 5 dakika boyunca
1200 RPM de santriftj edildi. Siipernatant atik toplama sisesine dokildi. Boylece
hicreler %0,25’lik Tripsin-EDTA’dan arindirildi. Falkon tiipiin dip kisminda biriken
SH-SY5Y hiicre toplulugu tizerine yaklasik 5 ml medyum eklendi ve tek kullanimlik
steril bir pipetle hassas bir sekilde pipetaj islemi yapildi. Daha 0Onceden
hazirladigimiz ve igerisine 4’er ml medyum aktardigimiz T25 flasklara falkon
tlplnde bulunan SH-SY5Y hucre toplulugu-medyum karisimindan 1’er ml alinarak
eklendi. Flasklarin kapag: kapatildiktan sonra bulundugu zemin iizerinde 6ne-arkaya
ve saga-sola dogru ¢ok yavas hareket ettirilerek hiicrelerin flask igerisindeki
medyumda homojen bir bicimde yayilmasi saglandi. Bdylece pasajlama islemi
tamamlanan hiicreler bese boliindiikten sonra inverted mikroskopta son kez kontrol
edilerek tekrar inkiibatore alind1 ve 24 - 48 saat boyunca inkibe ( 37 °C ve %5 COy,)
edildi. Sure sonunda hicrelerin %80’den fazla konfluente ulagsmasi durumunda;
‘Hiicrelerin Pasajlanmas1’ basligi altindaki adimlar takip edilerek yeniden pasajlama

islemi yapildi. Pasajlama islemi yaklasik her 24 - 48 saate bir tekrarlandi.

3.2.2. Hiicre Canhihigi (MTT) Testi ile Curcuminin Doz Tayini

Metabolik aktivitenin 6l¢imiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde yaygin
olarak 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma
Aldrich, ABD) gibi tetrazolyum tuzlar1 kullanilmaktadir. Temel ¢alisma prensibi,
proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile
tetrazolyumu (MTT: sar1) kullanarak formazan (mor) boya liretmesi sonucu goriilen

renk degisiminin absorbans olarak Plate Reader ya da spektrofotometre ile
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Ol¢iilmesine dayalidir. Her konsantrasyon icin 4 kuyucuk kullanildi ve deney iki

tekrarli yapildi.

%80 konfluente ulasmig bir T25 flaski %0,25’lik Tripsin-EDTA ile
kaldirildiktan sonra hiicreler sayim cihazi (Casy TT, Roche, Almanya) ile sayildi.
Steril 96’lik plate’nin her bir kuyucuguna yaklasik 2000 hiicre olacak sekilde 125 pl
taze medyum igerisinde ekim yapildi. 24 saat rutin inkiibasyona alindi. Siire sonunda
125 pul taze medyumda 0 (Kontrol, yalmzca taze medyum), 1, 2, 5, 10, 15 uM
curcumin soliisyonlar1 kuyucuklara aktarildi. Plate tekrar 24 saat inkiibasyona alindi.
Siire sonunda 20 ul MTT boyast (10 mg/ml) her kuyucuga ilave edildi. Boyanin
uygun kosullarda karigmasi i¢in yine 3 saatlik inkiibeden sonra 5-7 dk oda
kosullarinda calkalama cihazinda (Biosan, Tiirkiye) nazik ¢alkalama yapildi.
Ardindan Plate Reader cihazinda 570 nm ve 630 nm dalga boylarinda okumalari

yapildi. Elde edilen degerler kontrole kiyasla hesaplandi (50).

3.2.3. Gruplarin Olusturulmasi

Tez calismasinda 4 farkli grup olusturuldu. Hiicrelere uygulanan islemler ve
yapilan analizler hakkinda detayli bilgiler asagidaki grup basliklart altinda
belirtilmistir. Biitiin gruplara; Patch-Clamp, Kalsiyum Sinyali, Western-Blot, Reaktif
Oksijen Turleri (ROT) uretim tayini, Mitokondriyal Membran Depolarizasyon tayini,

Kaspaz 3, Kaspaz 9, Apoptozis tayini testleri uygulanmustir.

1. Grup: Kontrol Grubu

Bu gruptaki hucreler, TRPM2 kanal transfeksiyon islemi yapilmayan ve
curcumin ile inktbe edilmeyen hiicrelerdir. Kontrol grubu flasklar1 yeterli konfluente

ulasinca medyum degisimi yapilip diger gruplarla ayni kosul ve silirede inkiibasyona

birakaldi.
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2. Grup: Curcumin Grubu

Bu gruptaki hiicrelere, TRPM2 kanal transfeksiyon islemi uygulanmadi.
Yeterli konfluente ulastiklarinda flasklardaki medyumu uzaklastirilip 5 UM curcumin

iceren taze medyum ile 24 saat boyunca inkibe edildi.

3. Grup: Transfekte Grubu

Bu gruptaki hiicrelere TRPM2 kanal transfeksiyon islemi tamamlandiktan
sonra medyum degisimi yapilarak 24 saat boyunca yalnizca taze medyum ile inkiibe
edildi.

4. Grup: Transfekte + Curcumin Grubu

Bu gruptaki hiicrelere TRPM2 kanal transfeksiyon islemi uygulandi ardindan
24 saat boyunca taze medyum icerisinde 5 UM curcumin ile inkube edildi.

3.2.4. TRPM2 pcDNA’sinin SH-SY5Y Hucrelerine Transfeksiyonu

Transfeksiyonun amaci normal olarak ifadelenmeyen bir geni disaridan gesitli
ajanlar/yontemler ile nukleusa katip gecici veya daimi ifadelenmesini saglamaktir.
SH-SY5Y noroblastoma hicreleri  dogal olarak TRPM2 kanal proteini
ifadelememektedir. Noronal bir model olarak TRPM2 pcDNA’s1 igeren plazmidlerin
aktarilmast  gerekmektedir. Aktarilacak TRPM2 kanal geninin ifadelenip
ifadelenmedigini anlamak adina raportér Green Fluorescent Protein (GFP) geni ile
isaretlenmis plazmidler kullanilmigtir. Aktarilan plazmidlerde TRPM2 gen
ekspresyonu GFP gen ekspresyonuna baglandigindan transfekte hicreler floresan
eklentili inverted mikroskop ile floresan 1s1ga maruz birakildiklarinda floresan 1s1ma
yapmaktadir. Bu gozlemle transfeksiyonun tutarlili§i anlasildiktan sonra analizlere
gecilmistir. SH-SY5Y hicreleri plasmid construct enhanced green fluorescent
protein  TRPM2/TRPM2  C-terminal  splice  variant  (pcDNA3-EGFP-
TRPM2/TRPM2AC) plazmidleri ile TransFast Transfection Reagent (Promega,
ABD) kiti igeriginde bahsedildigi sekilde transfeksiyon islemi gergeklestirildi.

29



Transfeksiyon iglemi kitin yaygin kullanilan (CHO, HEK293 vs.) hiicre hatlarina
optimize edilmis prosediiriine uygun olarak yapildi. Transfeksiyon islemi yalnizca
Transfekte ve Transfekte + Curcumin gruplarina yapildi. Transfeksiyon islemi

asagidaki siralamayla gergeklestirildi.
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Onceki Giin: Hiicreler transfeksiyon giiniinde %80 konfluent olacak sekilde ekildi.
TransFast Transfection Reagent Diluent’in 400 pl’si enjektdr yardimiyla gekildi ve
cam sisedeki toz Lipid Reagent’a eklendi. Vortekslendi. Bu sekilde TransFast
Transfection Reagent stok soliisyonu elde edilmis oldu.

!

Transfeksiyon GUnu: T25 flask i¢in aktarilacak miktardaki (5 pg) DNA 2 ml
medyum icerisinde dilue edildi.

!

DNA - medyum karisimina DNA miktarinin hacimce 3 kat1 (15 pl) kadar TransFast
Transfection Reagent eklendi. Hemen vortekslendi.

!
Olusan bu karisim oda sicakliginda 10-15 dk inkibe edildi.

l

Flasklar icindeki hiicrelerin inkiibasyonu siresince kullanilan medyum uzaklastirilda.
!
DNA - TransFast Transfection Reagent - medyum karisimi (2 ml) nazik bir sekilde
hlcreler kaldirilmadan flasklara aktarildi.

!
37 °C’de 1 saatlik inkiibasyona birakildi.

l

4’er ml taze medyum eklendi ve 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyona birakildilar.
!
Sire sonunda istenen analizleri yapmaya hazir olup olmadiklari floresan eklentili

inverted mikroskop ile tayin edildi.

48 saat sonunda transfeksiyon islemi tamamlandig1 pilot deneylerle 6nceden
tecriibe edildiginden curcumin inkiibasyonu bu siire sonunda kiiltiir flasklarina taze
medyum igerisinde yapilmistir. Curcumin ile inkibe edilmeyen transfekte grubu ise
yalnizca medyumu tazelenerek 24 saat siireligine tekrar inkiibatore alinmistir.
Transfekte ve Transfekte + Curcumin gruplart 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda
gerekli analizler yapmak lzere %0,25’lik Tripsin-EDTA ile kaldirilmis, arastirilacak

yontem veya teknige uygun prosediirlerde ¢alisma takip edilmistir.
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3.2.5. Patch-Clamp Analizleri

Patch-Clamp deneylerinde kullandigimiz tampon ¢ozeltiler, asagidaki
tablolarda belirtildigi sekilde hazirlanmistir (Tablo 1, Tablo 2 ve Tablo 3). COzicU
olarak tiim c¢ozeltilerde ultra distile su kullanildi. Cozeltilerin osmaolaritesi 310

mosmol/l olacak sekilde ayarland1 (51).

Tablo 1. Ekstraseliiler tampon ¢ozelti hazirlama protokolii. pH KOH ile 7,4’¢ ayarlandi.

Kimyasal Madde | Konsantrasyon (mM)
NacCl 140

MgCl,.6H,0 1,2

CaCl,.2H,0 1.2

KCI S)

HEPES 10

D-Glukoz.H,O 10

Kimyasal Madde

Konsantrasyon (mM)

NMDG"

150

MgCl,.6H,0 1
CaCl,.2H,0 1
HEPES 10
D-Glukoz.H,0 10

Tablo 2. NMDG™i ekstraseliiler tampon ¢dzelti hazirlama protokold. pH HCl ile 7,35’ ayarland.
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Tablo 3. Intraseliiler tampon ¢dzelti hazirlama protokolii. pH CsOH ile 7,2’ye ayarlandi.

Kimyasal Madde | Konsantrasyon (mM)
L-Glutamik Asit 145

NacCl 8

MgCl,.6H,0 2

CaCl,.2H,0 0,001

HEPES 10

EGTA 10

Elektrofizyoloji-iyon Kanal Akimlarmin Olciilmesi ve Kaydedilmesi

Inkiibasyonu tamamlanan flasklardaki hiicreler %0,25°lik Tripsin-EDTA ile
kaldirilip 15 ml’lik steril falkona alinip santrifiijlendikten sonra silipernatanti atildi. 1
ml taze medyum eklenerek calismaya hazir hale getirildi. Mikroskopla bakildiginda
uygun yogunlukta olacak sekilde 6nceden 1 ml normal ekstraseliiler tampon ¢6zeltisi
(Tablo 1) koyulan gembere 10-20 ul aktarildi. Transfeksiyon belirteci olan floresan

151k altinda yesil parlayan hiicreler tespit edildi ve temas edilmesi planlandi.

Resim 4. Transfekte hiicrelerin mikroskop altinda tespiti. Inverted mikroskopla aydinlik alanda (A) ve
floresan 1s1k altinda (B) g6zlenen hiicreler (beyaz oklar en belirgin GFP parlamasi olan hiicreleri,

siyah ok floresan alanda parlamasi goriinmeyen hiicreyi gostermektedir).
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Tum gruplarda mikropipetin icerisine normal intraseltler tampon cozeltisi
(Tablo 3) dolduruldu. Pipet icerisinde hava kabarcigir kalmamasi i¢in; parmak ile
duvarlarina ¢ok hafifce vurularak kabarcigin uzaklagsmasi saglandi. Mikropipet,
kayit elektrotunun tizerine kilif gibi giydirilerek sikistirildi (52). Kisa bir siire
bekledikten sonra elektrofizyolojik kayitlara baslandi.

Tim hiicrelerden EPC 10 USB (HEKA, Lamprecht, Almanya) yukseltecinin
bagl oldugu PatchMaster USB (HEKA, Lamprecht, Almanya) yazilimina sahip bir
bilgisayar yardimiyla Patch-Clamp tekniginin whole-cell (tim hiicre) konfiglrasyonu
kullanilarak kayitlar elde edildi. Tiim kayitlar oda sicakliginda (24-26 °C) alindu.
Kayit esnasinda hiicrelere temas etmede; dis ¢apt 1,5 mm, i¢ ¢apt 0,86 mm ve
uzunlugu 10 cm olan borosilikattan (Sutter Instrument, Novato, ABD) yapilma tupler
kullamldi. istenen cap ve direngteki (~ 2-8 MQ) uca sahip mikropipetler elde etmek
I¢in pipet yapici (puller) (Sutter Instrument, Novato, ABD) kullanildi (4).

Siviya temas eden Patch pipetinin direnci kaydedildi. Hiicre zarina temas
edene kadar mikropipet mikromanipiilator vasitasiyla yonlendirildi (53). Hiicre zari
ile temasin saglandigi hem mikroskop altinda goézle goriilerek hem de bilgisayar
yazilimimin osiloskop ekranindaki anlik direng degisiminden kontrol edilerek
kesinlestirildikten sonra sirasiyla on-cell ve whole-cell kayit konfigiirasyonlarina
gecildi. Perflizyon sistemi ile pipete hafif bir negatif basing (vakum, emme kuvveti)
uygulanarak pipet ile hiicre zar arasinda ‘gigaseal’ (1-10 GQ) diye anilan siki miihiir
olusumu saglandi (54). Hiicre zar1 potansiyeli bilgisayar yazilimi kullanilarak -60
mV’a ayarlandi (kenetlendi). Bu asamadan sonra pipete bir miktar daha vakum
uygulanarak tutulan zar pargasinin yirtilmasi saglandi ve bdylece tiim hucre
konfiglrasyonuna gecildi. Peristaltik pompa (LongerPump, Cin) ile gemberdeki sivi
bir yandan tahliye edilirken ayn1 hizda diger taraftan da perflizyon sistemi ile 10 mM
H,0, ¢emberde bulunan hiicreler {izerine gonderildi. Bu sekilde oksidatif stres
tirtinlerine kars1t duyarliligr bilinen TRPM2 kanallarmin aktivasyonu saglanmaya
calisildi. Meydana gelen kanal aktivitesine ait akimlar belirli bir platoya ulasincaya
kadar beklendi. Beklenen plato olustugunda; H,O; perflizyonu durdurularak kanallari
inaktive ettigine dair bildirimler olan 25 pM konsantrasyonundaki Anthranilic acid
(ACA), H,O,’nin gonderilmesine benzer sekilde ¢cembere gonderildi. Son olarak

kayit alinan hiicrenin canliligindan emin olmak iizere NMDG"li ekstraseliiler
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tampon ¢ozelti (Tablo 2) cembere gonderilerek kayda devam edildi. Canliligi devam
eden hiicrelere tekrar sirastyla H,Op, ACA ve NMDG" uygulamalar1 yapilarak kayit
sonlandirild1 (55). Akim-voltaj iliskisi 400 milisaniyeden fazla siirede -90 mV’tan
+60 mV’a kadar uygulanan voltaj rampalarindan elde edildi. Analiz igin, bir
noroblastoma hiicresindeki maksimum akim genligi o hiicreye ait yiizey alaniyla
dogru orantili olan kapasitans degerine oranlanarak bulundu. Deney sonuglari orijinal

kayitlarin ¢izgi grafikleri ve akim yogunlugu (pA/pF) grafigi seklinde sunuldu.

3.2.6. Kalsiyum Sinyali Analizleri

Her gruba ait flasklardaki hiicreler rutin olarak kaldirildi, santrifiij edilerek
stipernatantlar atildi. 37 °C’de 45 dk calkalamali su banyosunda 4uM Fura-2 pentakis
(acetoxymethyl) ester (Fura-2 AM, LifeTechnologies, ABD) floresan boyasi ile taze
medyum icerisinde boyandi. Boyama isleminden sonra 400 g’de 5 dk boyunca
santrifij edildi. Siipernatantlar atilarak Ca™® tamponuna [Na‘'-HEPES [(mM
cinsinden); NaCl, 140; KClI, 4,7; CaCl,, 1,2; MgCl,, 1,1; Glukoz, 10 ve HEPES, 10
(pH 7,4)] alinan hiicreler manyetik olarak karistirilan, seffaf kivetlere hicre
yogunlugu yaklasik 2x10%/mL olacak sekilde floresan spektroflorometredeki (Varian
Cary Eclipse, Sydney, Avustralya) kiivet haznesine yerlestirildi. Fura-2 AM igin
eksitasyon dalga boylar1 340 nm ve 380 nm, emisyon dalga boyu 505 nm’de floresan
151k ile uyarilarak yaklasik yedi dakika boyunca kayit alindi. Stimulasyon icin kiimen
hidroperoksid (CHPx) kullanildi ve TRPM2 bagimli hiicre ici serbest Ca*? iyon
diizeyi degisimleri bilgisayar ekraninda 340 nm/380 nm dalga boylarindaki
uyarimlar1 kaydedildi. Elde edilen bulgular Grynkiewicz ve arkadaslarinin
tanimladig1 metoda gore hesaplandi (56).

3.2.7. Western Blot Analizleri

Tim Western Blot analizleri standart protokol izlenerek gergeklestirildi. Her
gruba ait flasklar rutin olarak kaldirilip santrifiijden sonra siipernatant atildi. Hiicreler
lizis tamponu icerisinde ¢6zdirildi. 1600 g’de 20 dakika boyunca santrifij edilen
SH-SY5Y hiicrelerinin {izerinden siipernatant uzaklastirildi. Total protein miktar

Bradford yontemine gore belirlendi. Immunoblottlama igin %6 ile %13 arasinda
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degisen konsantrasyonlarda Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel (SDS-
Page) hazirlandi ve jellere esdeger protein (her ornekten 30 ug) 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 dk siureyle TBST buffer
ile yikandi. Daha sonra membran primer (TRPM2 Antibody PA1-46466, Thermo
Scientific Fischer, ABD; Caspase 9/p35/p10 Polyclonal Antibody; Caspase 3, pl17-
specific Polyclonal Antibody; beta Actin Polyclonal Antibody; PARP1 Polyclonal
Antibody Proteintech, ABD) ve sekonder antikor (Amersham ECL Rabbit 1gG,
HRP-linked whole Ab, 1ngi1tere) ile inkiibe edildi. Islem sonunda B-actin, PARP1,
prokaspaz 3, prokaspaz 9 ve TRPM2 kanal proteinlerine ait bantlar hassas jel

gorintiileme cihaz1 (Syngene G:Box, Ingiltere) kullanilarak gériintiilendi (57).

3.2.8. Hiicre I¢i ROT Uretimi Tayini

Inkiibasyon sonrasinda kaldirilan her bir flasktaki hiicreler 1 ml 1X PBS ile
dilue edildi. Bundan 150 ul’si ROS iiretim tayini analizi i¢in ayrildi. 150 pl hicre
stispansiyonu her bir eppendorfta 50’ser ul olacak sekilde 3’e boliindii. Daha sonra
tizerlerine 950 pl taze medyum eklendi ve 15-20 kez pipetaj yapildi. Uzerine 1pl
Dihydrorhodamine 123 (DHR 123, Sigma Aldrich, ABD) ROT boyasindan koyulup
tekrar 15-20 kez pipetaj yapildi. Eppendorflar 30 dk sireyle ¢alkalamali su
banyosunda 37 °C’de inkibe edildi. Sure bitimini takiben 3500 RPM devirde 5
dakika boyunca santrifiij edildi. Sonrasinda siipernatant atilarak Gzerlerine 300 pl 1X
PBS koyuldu ve pipetaj yapildi. Her bir plate kuyucuguna 100 pl olacak sekilde
boliindl. Plate Reader cihazinda (Infinite 200 Pro, Avusturya) 488 nm eksitasyon
(uyarim) ve 530 ve 590 nm emisyon dalga boylarinda okunup aradaki fark deger
olarak belirlendi (58).
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3.2.9. Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu Analizi

1 ml 1X PBS ile dilue edilmis hiicrelerden 150 ul’si ise mitokondriyal
membran depolarizasyonu analizi i¢in ayrildi. 150 pl hiicre slispansiyonu her bir
eppendorfta 50°ser ul olacak sekilde 3’e boliindii. Daha sonra Uzerlerine 950 pl taze
medyum koyuldu ve 15-20 kez pipetaj yapildi. Uzerine 1pl 5',6,6'-tetrachloro-
1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1, Life Technologies,
ABD) mitokondriyal membran depolarizasyon boyasindan koyuldu ve tekrar 15-20
kez pipetaj yapildi. Eppendorflar 30 dk sireyle ¢alkalamali su banyosunda 37 °C’de
inkube edildi. Sire bitimini takiben 3500 RPM devirde 5 dakika boyunca santrifj
edildi. Sonrasinda siipernatant atilarak Uzerlerine 300 pl 1X PBS koyuldu ve pipetaj
yapildi. Her bir plate kuyucuguna 100 pl olacak sekilde bolindu. Plate Reader’da
488 nm eksitasyon, 590 nm (JC-1 kiimelesmeleri) ve 525 nm (JC-1 monomerleri)
emisyon dalga boylarinda okunup 590/525 emisyon oraniyla sonuglar hesaplandi.

Veriler kontrol grubuna kiyasla nispi artig seklinde grafiklendirildi (59).

3.2.10. Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Analizleri

Kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarinin hazirlanmasi i¢in 2,5 ml kaspaz 3 ve
kaspaz 9 tamponu ham soliisyonlarindan ayr1 ayr1 15 ml’lik falkon ttplerine koyuldu.
Her 2 tupe de 2,5ul NP-40 kimyasalindan ilave edildi. Sonrasinda vortekslenip
floresan kaspaz DTT boyasindan 12,5ul koyulup tekrar vortekste karistirildi. 1 ml
1X PBS ile diliie edilmis hiicrelerden 150 ul’si kaspaz 9, 150 ul’si kaspaz 3 analizi
i¢in ayrildi. Her iki analiz icin de 150 pl hicre stispansiyonu her bir eppendorfta 15
ul olacak sekilde 10 kuyucu@a esit bir sekilde koyuldu. Uzerlerine 6ncesinde
hazirlamis oldugumuz kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarindan 50’ser pl eklendi.
Sonrasinda agiga ¢ikan enzimler Plate Reader cihazinda 360 nm eksitasyon ve 460
nm emisyon dalga boylarinda okunarak kaspaz 3 ve 9 enzim aktiviteleri 6l¢uldi.

Elde edilen veriler kontrole kiyasla misli artis olarak degerlendirildi (60).
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3.2.11. Apoptozis Testi

1 ml 1X PBS ile diliie edilmis hiicrelerden 150 ul’si ise apoptozis testi igin
ayrildi. 150 pl hiicre suspansiyonu her bir eppendorfta 50’ser ul olacak sekilde 3’¢
bolindi. Daha sonra Uzerine 950 pl 1X PBS koyuldu. Pipetaj yaptiktan sonra
lizerine 3-5ul apoptozis boyasindan (APOPercentage, Biocolor, ingiltere) ilave edildi
ve 30 dk siireyle ¢alkalama cihazina birakildi. Calkalama sonrasi 3500 RPM de 5 dk
santrifilj edildi ve stipernatant atildi. Uzerine 1X PBS eklenerek yikand: ve 200pl
APOpercentage Dye Release’den ilave edildi. Pipetaj ve ardindan santrifiij yaptiktan
sonra supernatant alind1 ve kuyucuklara aktarilip 550 nm dalga boyunda Plate Reader

cihazinda okundu. Elde edilen degerler kontrole kiyasla hesaplandi (60).

3.3. istatistiksel Analiz

Butln veriler ortalama * standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verildi. SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde ¢alisilan bilimsel degerlerin
aritmetik ortalama degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows 17.0 lisansh
paket bilgisayar programi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Gruplarda
istatistiksel 6nem varligit Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Tim istatistiki

karsilagtirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Curcuminin Doz Tayini Bulgulari

Curcuminin sirastyla 0, 1, 2, 5, 10, 15 uM konsantrasyonlarinda 24 saat
stireyle inkiibasyonu neticesinde kuyucuklardan alinan absorbans degerleri kontrole
kiyaslandiginda 5 pM curcumin inkiibasyonunun SH-SY5Y noroblastoma hicreleri
icin optimal doz olduguna, bu dozdan sonra hiicre canliliginin keskin bir diisiisle
azaldigi gozlenerek Kkarar verilmistir (Grafik 1). Bu sonuc¢ literatirle de

bagdasmaktadir (61).
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Grafik 1. 96’lik plakaya ekilmis SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerine 5 farkli dozda curcumin
inkiibasyonunun hiicre canliliginin MTT testi ile belirlenmesi. (Ortalama + SD; n=8)
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4.2. Patch-Clamp Sonuclar
a. Kontrol Kaydi

Transfekte edilmemis ve higbir inkiibasyon uygulanmamis SH-SY5Y
néroblastoma hiicresinden 10 mM H,0, ile uyarim yapilmadan alinan tiim hiicre
kaydidir. Sekil 6’da goriilecegi gibi herhangi bir uyarim yapilmayan hiicrelerde tiim
hiicre kayd: boyunca kanallar vasitasiyla akim degisikligine sebep olacak kadar

iyonik degisim olmadigindan diiz bir hat seklinde gozlenmistir.

T.H.
0,0+ | .
-&- V
< .0,2-
T T T T v T v ] v L]
0 200 400 600 800 1000

Zaman (s)

Sekil 6. H,0, ile uyarim yapilmamig SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinden alinan kontrol kaydi.
(T.H. : tim hiicre, whole-cell konfigiirasyonuna ge¢isi temsil eder)

b. Kontrol Grubu Kaydi

Transfekte edilmemis ancak tiim hiicre kaydi alinirken H,O; ile uyarim
yapilmig kontrol grubuna ait SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinden alinan kayittir.
TRPM2 kanallarin1 dogal olarak ifade etmeyen bu hiicre hattindan alinan kayitlarda
da H20; iyon degisimine sebep olmadigindan akimda bir degisiklik gozlenmeyip
kayit siiresince diiz bir hat seklinde seyretmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Kayit esnasinda H,O; ile uyarim yapilan kontrol grubuna ait SH-SY5Y noroblastoma
hiicrelerinden alinan kontrol grubu kaydi. (T.H. : tim hcre)

¢. Curcumin Grubu Kaydi

Transfekte edilmemis ancak Patch-Clamp kayitlar1 6ncesinde 24 saat boyunca
5 uM curcumin antioksidani ile inkiibe edilmis, tiim hiicre kaydi alinirken H,O; ile

uyarim yapilmis curcumin grubuna ait SH-SY5Y ndroblastoma hiicrelerinden kayit
alimmustir (Sekil 8).

T.H.
e NVDG*
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Zaman (s)

Sekil 8. Kayit esnasinda H,0, ile uyarim yapilan 5 WM curcumin ile inkibe edilen SH-SY5Y

noroblastoma hiicrelerine ait curcumin grubu kaydi. (T.H. : tim hicre)
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d. Transfekte Grubu Kaydi

TRPM2 kanallarini dogal olarak ifadelemeyen SH-SY5Y noroblastoma
hicreleri bu kanal genini iceren plazmid vasitasiyla transfekte edildikten sonra
floresan 1s1k altinda GFP parlamasi yapan hiicreler H,O, ile uyarim yapilarak bu

kanallardan hiicreye iyonik akis ile hiicrenin elektriksel akim degisimi beklenmistir.

Hiicre icerisine katyon akisi negatif akim olusumuna sebep oldugundan bu
kayitlarda akim ¢izgisinin asag1 yonlii goriintliisi TRPM2 kanallarinin aktivasyonuna,
yukar1 yonlii goriintiisii inhibisyonuna delalet etmektedir. Hiicre i¢i oksidatif stres
parametrelerinden ve TRPM2 kanal agonistlerinden olan H,O, ekstraseliler
soliisyonla hiicrelere uygulandiginda olusan negatif akimlara kars1 TRPM2’ye 0zgl
antagonist ACA (25 uM) uygulandiginda akim yoniiniin pozitife yaklagsmasi ile ACA
etkisiyle kanallarin kapanip akimin onemli derecede azaldigi ancak tamamen
baslangic seviyesine kadar gerilemedigi gozlenmistir. Ekstraseliler NMDG"
uygulamasiyla akimin sifir seviyelerine oldukca yaklastigi gosterilmistir. Transfekte
grubuna ait kayitlarda ekstraseliiler sivi1 igerisinde hiicrelerin bulundugu ¢embere
sirastyla H,0,, ACA, NMDG® uygulanarak transfeksiyon neticesinde kanal
ifadeleyen hiicrelerden akim kayitlar1 alinmigtir. Membran potansiyelinin
kenetlendigi voltaj degerine karsin akimin degisimini ifadeleyen akim-voltaj (I-V)
egrisi cizilmistir. I-V egrisinde H,0; ile kanalin aktive oldugu seviye ile NMDG" ile

inaktive oldugu seviye sirasiyla 1 ve 2 rakamlariyla gosterilmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. TRPM2 kanali transfekte edilen ve H,0; ile uyarim yapilan SH-SY5Y noroblastoma

hiicrelerine ait transfekte grubu kaydi ile akim-voltaj iliskisini gosteren I-V egrisi grafigi. Her iki

grafik icin de 1: H,O, ile kanallarin agilisini, 2: NMDG" ile kanallarin kapanisini temsil etmektedir.

(T.H. : tim hicre)
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e. Transfekte + Curcumin Grubu Kaydi

Transfekte + Curcumin grubundan alinan kayitlarda 24 saat boyunca 5 pM
curcumin ile inklbe edilen hiicrelerde H,0, ile uyarim yapildiktan sonra kayitlarin
tipk1 kontrol grubunda oldugu gibi diiz bir ¢izgi halinde olmasi (Sekil 10), curcumin
inkiibasyonunun TRPM2 kanal akimlar iizerine neredeyse tamamen baskilayici bir

etkisi oldugu gozlenmistir.

T.H.
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Sekil 10. TRPM2 transfeksiyonunu takiben 24 saat boyunca 5 uM curcumin ile inkibe edildikten
sonra H,0, ile uyarim yapilan SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerine ait Transfekte + Curcumin grubu
kaydi. (T.H. : tim hiicre)

Gruplarin TRPM2 kanallar1 aracili katyon girisine bagli olusan elektriksel
akim degerlerinin, hiicrelerin biiytlikliigline bagli olarak degisen kapasitans degerine

oraniyla elde edilen akim yogunlugu Grafik 2°de gosterilmistir.
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Grafik 2. Gruplarin akim yogunlugu grafigi. TRPM2 aracili en yiiksek akim degeri ile kapasitans
degerinin oraniyla belirlenmistir. Parantez igerisindeki sayilar her gruba ait alinan kayit sayisini
gostermektedir. Istatistiksel olarak anlaml1 akimlarin uyarim ve inhibisyonlari, parantezlerin
ustlerinde yer alan harflendirmelerle (a; p<0.001 Kontrol ile kiyaslandiginda, b; p<0.001 Curcumin ile
kiyaslandiginda, c; p< 0.001 Transfekte ile kiyaslandiginda) gosterilmistir. (Cur: Curcumin grubu,
Trans: Transfekte grubu, Trans + Cur: Transfekte + Curcumin grubu, Ortalama + SD).

4.3. Kalsiyum Sinyali Analiz Sonuclari

Tum gruplara ait hicreler bolim 3.2.3’te belirtilen sekilde inkiibasyonlari
tamamlandiktan sonra tripsinize edilerek kaldirilmis, her gruba ait numunede
yaklasik 2 milyon hiicre olacak sekilde diliie edilip, calkalamali su banyosunda
37°C’de Fura-2 AM ile 45 dk boyanarak kalsiyum salinimlar1 spektrofluorometre
cihaz1 vasitasiyla Sl¢iilmiistiir. Stimiilatér kimyasal olarak H,O, kullanilmistir. Tiim
gruplara ait serbest Ca™ salmmmu Grafik 3’te gdsterilmistir. Grafik incelendiginde
transfekte grubunda TRPM2 kanal ifadesine bagli olarak, hiicre ici serbest Ca*
diizeyleri kontrol grubuna kiyasla artmistir (p<0.05). Yalnizca curcumin ile inkiibe

edilen grupta hiicre ici serbest Ca*? miktar1 kontrole kiyasla azalmustir. Transfekte +

Curcumin grubunda ise transfekte grubuna kiyasla hiicre i¢i serbest Ca*? seviyeleri
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curcumin inkiibasyonunun etkisiyle azaldig1 ve kontrol grubuna olduk¢a yaklastig

gozlenmistir (Grafik 4).
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Grafik 3. Kiimen hidroperoksid (CHPx) stimiilasyonu ile baslatilan hiicre i¢i serbest Ca*? salinimi

Uzerine curcumin inkiibasyonunun etkilerinin zamanla degisimi. (Cur: Curcumin grubu, Trans:

Transfekte grubu, Trans + Cur: Transfekte + Curcumin grubu)
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Grafik 4. CHPx stimiilasyonu ile indiiklenen hiicre igi Ca*? miktar: iizerine curcumin
inkiibasyonunun etkilerinin siitun grafigi ile gdsterimi. Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyleri
harflendirmelerle (a; p<0.05 Kontrol ile kiyaslandiginda, b; p<0.05 Transfekte ile kiyaslandiginda)
gosterilmistir. (Cur: Curcumin grubu, Trans: Transfekte grubu, Trans + Cur: Transfekte + Curcumin
grubu, Ortalama + SD; n=3)

4.4. Western Blot Analiz Sonuclar1

Tum gruplara ait hicreler bolim 3.2.3’te belirtilen sekilde inkiibasyonlari
tamamlanip tripsinize edilerek kaldirildiktan sonra sirasiyla lizis, jele yiikleme,
membrana transfer, primer ve sekonder antikor muameleleri ardindan goriintiilenen
gruplarin TRPM2, PARP1, prokaspaz 3 ve prokaspaz 9 ekspresyon dizeyleri

hesaplanmistir. Asagidaki sonuglara ulagilmistir.

a. Gruplarin TRPM2 kanal proteini ifade duzeyleri

Transfeksiyon uygulamasinin kantitatif belirteci olan TRPM2 ifadesinin tiim
gruplarda Western Blot yontemi ile arastirilmasi sonucunda dogal olarak SH-SY5Y

hiicrelerinin  TRPM2 kanallarin1 ifadelemedigi, transfeksiyon yoluyla bunun
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saglanabilecegi gosterilmistir. Bu sonuglar literatiirle de oOrtiismektedir (62).
Transfekte + Curcumin grubunda ise istatistiki olarak anlamli olmayan bir sekilde

kanal ifadesinin transfekte grubuna nispetle azaldig1 goriilmistiir (Sekil 11).

180 kDa TRPM2

42 kDa B-aktin

Kontrol + = = =
Transfekte - + + =

Curcumin - - + +

160 -

140 -

120 A
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60 4

TRPM2 seviyeleri

40 +

20 1

Kontrol Cur Trans Trans+ Cur

Sekil 11. Gruplarin TRPM2 kanal ekspresyon diizeylerinin Western Blot sonrasi bant goriintiileri ve
grafikle gdésterimi. (Cur: Curcumin grubu, Trans: Transfekte grubu, Trans + Cur: Transfekte +

Curcumin grubu)
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b. Gruplarin poli-(ADP-Riboz) polimeraz 1 (PARP1) ifade diizeyleri

Calismamizda TRPM2 kanallarinin hiicre i¢i aktivatdrlerinden ADP-
Riboz’un polimerizasyonu ile nukleus DNA’simin tek zincir kiriklarini tamirde
onemli gorev yapan PARP1 enzimi ifade diizeyleri de arastirilmistir. PARP1 enzimi
DNA’nin kirik bdlgesine ulasip ADP-Riboz polimerlestirmeyle kirigin tamirinden
sorumlu DNA ligaz ve benzeri enzimlere Onciiliik ederek tamir edilecek DNA’nin
isaretlenmesinden sorumludur. Hiicrede PARP1 enzimi ifadesinin artis1 tamir
edilecek DNA miktarinin da artmis oldugu anlamina gelmektedir. Transfeksiyon
islemi yapilan gruplarda kontrol ve yalniz curcumin inkiibe edilmis gruplara kiyasla

PARP1 aktivitesinin yiiksek oldugu bulunmustur (Sekil 12).
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Sekil 12. Gruplarin PARP1 enzimi ekspresyon diizeylerinin Western Blot sonrasi bant goriintiileri ve
grafikle g6ésterimi. (Cur: Curcumin grubu, Trans: Transfekte grubu, Trans + Cur: Transfekte +

Curcumin grubu)
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c. Gruplarm prokaspaz 3 ve prokaspaz 9 ekspresyon diizeyleri

Prokaspaz 3 ve 9 enzim ifadesinin fazlaligi hiicrenin apoptozise olan
uzakligiyla dogru orantilidir. Elde edilen sonuglara gére Curcumin grubunun her iki
proenzim ifadesinde de kontrole kiyasla istatistiki agidan anlamli bir artis SOz
konusudur. Enzim diizeyleri Transfekte grubunda en alt seviyedeyken, Transfekte +
Curcumin gurubunda curcumin inklbasyonu neticesinde bu enzimlerin ifade

diizeylerinin anlamli bir artis gosterdigi gozlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. Gruplarin prokaspaz 3 ve prokaspaz 9 ekspresyon diizeylerinin Western Blot sonrasi bant
gorintileri ve grafikle gosterimi. (Cur: Curcumin grubu, Trans: Transfekte grubu, Trans + Cur:

Transfekte + Curcumin grubu)
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4.5. Hiicre ici ROT Uretim Tayini Sonuglari

Transfeksiyon isleminin ve curcumin inkiibasyonunun hicre i¢i ROT
Uretimine etkisi de arastirilmistir. Dihydrorhodamine 123 (DHR-123) hiicre icine
alindiktan sonra oksidatif ajanlarla oksitlenerek floresans rodamin 123’e doniisiir. Bu
yontem hiicre ici ROT’un arastirilmasinda kullanilan problardan biridir. Transfekte
grubunda hiicre i¢i ROT f{iretimi Kontrol grubuna kiyasla neredeyse iki kat arttigi
gozlenmistir. Curcumin grubunda bu seviyenin en diisiik oldugu ve transfeksiyon
sonrasi curcumin inkiibasyonunun hiicre i¢i ROT diizeylerini 6nemli 6l¢iide azalttig

sonucuna varilmistir (Grafik 5).
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Grafik 5. Curcumin inkiibasyonunun gruplar ROT iiretimi {izerine etkileri. Istatistiksel olarak
anlamlilik diizeyleri harflendirmelerle (a; p<0.001 Kontrol ile kiyaslandiginda, b; p<0.001 Curcumin
ile kiyaslandiginda, ¢; p<0.001 Transfekte ile kiyaslandiginda) gosterilmistir. (Cur: Curcumin grubu,

Trans: Transfekte grubu, Trans + Cur: Transfekte + Curcumin grubu, Ort. = SD; n=6)
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4.6. Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu Analiz Sonuc¢lar:

fyon kanallart vasitasiyla hiicreye diizensiz Ca*? girisi mitokondrinin
membran potansiyelini artirmakta ve depolarize olmasimni saglamaktadir.
Mitokondriyal depolarizasyonun artis1 ise hiicre i¢ci ROT iiretimini netice
vermektedir. Bu nedenle bu iki parametre genellikle batincil olarak
degerlendirilmektedir. Ancak ¢alismamizda oldugu gibi iki parametre birbiriyle
korele ¢ikmayabilmektedir. Her ne kadar Transfekte grubunda Kontrol grubuna
kiyasla mitokondriyal membran depolarizasonu seviyelerinde artis olmus, Curcumin
inkiibasyonu neticesinde Transfekte + Curcumin grubunda olumlu sonuglar alinmis

gibi goziikse de bu veriler istatistiki olarak anlamli bulunmamuistir (Grafik 6).
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Grafik 6. Curcumin inkiibasyonunun gruplarin mitokondriyal membran depolarizasyonu {izerine
etkileri. Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyleri harflendirmelerle (a; p<0.05 Kontrol ile
kiyaslandiginda, b; p<0.05 Curcumin ile kiyaslandiginda, ¢; p<0.05 Transfekte ile kiyaslandiginda)
gosterilmistir. (Cur: Curcumin grubu, Trans: Transfekte grubu, Trans + Cur: Transfekte + Curcumin
grubu, Ortalama £ SD; n=6)
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4.7. Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Analiz Sonuclari

Apoptozisin indikatorlerinden kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim aktiviteleri
spektrofotometrik olarak c¢alisilmistir. Transfekte grubunda her iki enzim aktivite
degerlerinin yiiksek oldugu ancak curcumin ile muamele sonrasinda Transfekte +

Curcumin grubunda bu degerlerin azaldig1 gozlenmistir (Grafik 7, 8).
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Grafik 7. Curcumin inkiibasyonunun gruplarin kaspaz 3 enzimi aktivitesi Gizerine etkileri. Istatistiksel
olarak anlamlilik diizeyleri harflendirmelerle (a; p<0.05 Kontrol ile kiyaslandiginda, b; p<0.05
Transfekte ile kiyaslandiginda) gosterilmistir. (Cur: Curcumin grubu, Trans: Transfekte grubu, Trans

+ Cur: Transfekte + Curcumin grubu, Ortalama + SD; n=6)

53



1,4 -

17 J

Kaspaz 9 aktivitesi
(nispi artig)

Kontrol Cur Trans Trans + Cur

Grafik 8. Curcumin inkiibasyonunun gruplarin kaspaz 9 enzimi aktivitesi tizerine etkileri. Istatistiksel
olarak anlamlilik diizeyleri harflendirmelerle (a; p<0.05 Kontrol ile kiyaslandiginda, b; p<0.05
Transfekte ile kiyaslandiginda) gosterilmistir. (Cur: Curcumin grubu, Trans: Transfekte grubu, Trans
+ Cur: Transfekte + Curcumin grubu, Ortalama + SD; n=6)
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4.8. Apoptozis Testi Sonuclari

Gruplarin apoptozis seviyeleri Grafik 9’da gosterilmistir. Buna gore
Curcumin grubunun apoptozis seviyeleri Kontrol grubuna kiyasla olduk¢a diisiik
bulunmustur. Ancak Transfekte grubunda ise Kontrol grubuna kiyasla apoptozis
diizeylerinde artis s6z konusudur. Transfekte + Curcumin grubunda curcumin
inkiibasyonunun apotozis seviyeleri Uzerindeki olumlu etkisi goézlemlenmistir
(Grafik 9).
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Grafik 9. Curcumin inkiibasyonunun gruplarin apoptozis seviyeleri iizerine etkileri. Istatistiksel
olarak anlamlilik diizeyleri harflendirmelerle (a; p< 0.05 Kontrol ile kiyaslandiginda, b; p< 0.05
Curcumin ile kiyaslandiginda, ¢; p<0.001 Transfekte ile kiyaslandiginda) gosterilmistir.

(Cur: Curcumin grubu, Trans: Transfekte grubu, Trans + Cur: Transfekte + Curcumin grubu,
Ortalama = SD; n=6)
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5. TARTISMA

Hiicre metabolizmasi, kas kasilmasi, salgilama, hiicre farklilasmasi ve
apoptosis gibi genis yelpazede hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde [Ca+2]i en
biiyiik diizenleyici faktér oldugundan, Ca*? hiicre canliligi agisindan kilit éneme
sahiptir. Buna ragmen, kalsiyumun yiiksek konsantrasyonda hiicre i¢inde devamli
bulunmasi hiicre 6liimiinde rol oynamaktadir (63). Kalsiyum iyonunun proapoptotik
etkileri, endoplazmik retikulum ve mitokondriyi de kapsayan degisik hiicre i¢i
organellere yerlesik, kalsiyuma duyarl faktorlerce diizenlenir (64). Mitokondriye
asir1 kalsiyum iyonu birikmesi, hem mitokondrinin iglevini yitirmesine hem de
zarlararas1 alanda bulunan apoptozu tetikleyici faktorlerin sitozole saliverilmesine

onculik eder (65).

Apoptozis, hiicre Oliimiiniin genlerle diizenlendigi, organizmda normal bir
gelisim ve doku homeostazisi i¢in kritik Oneme sahip olgudur. Apoptotik
mekanizmanin en biiyiik bilesenini, kaspazlar olarak adlandirilan ve birden fazla
protein substratlarini yikimlama kabiliyetine sahip bir grup protein ailesidir. Kaspaz
aktivitesi ile hiicre yapisi ve fonksiyonu bozulur, neticede hiicre 6liimii gerceklesir
(66). Apptozis slrecinde kaspaz ailesi tyelerinden, kaspaz 8, 9 ve 10 indikleyici rol
alirken, kaspaz 3, 6 ve 7 ise siirecin devam ettirilmesinde gorev alan enzimlerdir
(67). Kaspaz 3, hiicrenin bazi yapi proteinlerinin yikimina ve DNA zincirinde
kiriklarin olusmasina bdylece hiicrenin yapisal biitiinliigiiniin bozulmasina sebep
olmaktadir (68). Apoptozisin intrinsik yolaginda kaspaz 9’un birgok diizenleyici ve
sitokrom ¢ gibi dontistiiriicii ile etkilesime girdigi bildirilmistir (69). Benzer sekilde,
bu tez caligmasinda da curcumin uygulamasi yapilan gruplarda hiicrenin canliliginin
devam ettirilmesinde 6nemli rolii olan prokaspaz 3 ve 9 ekspresyonunun arttigi ayni
zamanda programli hiicre 6liimiiniin belirteci olan kaspaz 3 ve 9 aktivitelerinin ise
azaldig1 tespit edilmistir. PARP1 aktivitesinin DNA hasarina neden oldugu ve
TRPM2 kanal aktivatorlerinden ADP-Riboz olusumuna aracalik ettigi iyi
bilinmektedir (70). PARP1 enzim ekspresyonunun transfekte grubunda arttigi,

curcumin inktbasyonu ile Transfekte + Curcumin grubunda anlamli diizeyde azaldig1
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gbz Oniine alminca, SH-SYS5Y noroblastoma hicrelerinde apoptozisi 6nlemede

curcumin inkiibasyonunun faydali olabilecegi sonucuna varilmaistir.

TRPM2 katyon kanallarinin agilmasi ve iyonik akimlarin baslamasi lizerinde
etkili Uic etken bilinmektedir. Bunlar; ADP-Riboz/NAD" metabolizmasi, oksidatif
stres ve normal fizyolojik sartlarda immiin hiicrelerden TRPM2 aktivasyonuyla

salindigi bilinen tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a))’dir (71).

TRPM2 katyon kanallar1 agirlikli olarak beyinde bulunur, ayni zamanda
kemik iligi, dalak, kalp, 16kosit, karaciger ve akcigeri de kapsayan diger bir¢ok
dokuda da bulunmaktadir. Milenyumun baslarinda Perraud ve arkadaslar tarafindan
TRPM2 katyon kanallarinin ADP-Riboz tarafindan aktive olabildikleri ilk defa
gosterilmistir (42). 2002 yilinda Hara ve arkadaslari ile Naziroglu ve Liickhoff
yaptiklar1 ¢aligmalarda TRPM2 kanallarinin oksidatif stresle de bagimsiz olarak
aktive olabilecegini gostermislerdir (49, 71).

ROT’un asir1 iiretimi nedeniyle oksidatif stres artis1 iyon kanallar1 vasitastyla
hiicreye yilksek miktarda Ca™ girisine sebep olmaktadir. [Ca*?]i’nin fizyolojik
siirlarin tizerine ¢ikmasi ise mitokondrileri depolarize ederek daha fazla ROT
tiretimine neden olmaktadir. Hiicrede siirekli artan ROT daha fazla oksidatif hasara
ve TRPM2 katyon kanallar1 gibi ROT ile aktive edilebilen kanallardan daha fazla
katyon girisini tetiklemektedir. Bu nedenle oksidatif stres artig1 ile indiklenen
katyonik akimlar néronal hiicre hasar1 ve 6liimii i¢in potansiyel bir faktor olarak
goralmektedir (3, 58, 60, 72). Curcumin inklbasyonunun SH-SY5Y hicrelerinde
TRPM2 kanal aracihi hiicre igi Ca*® girisini ve dolayisiyla mitokondriyal

depolarizasyon seviyelerini azalttig1 tarafimizca yapilan analizlerle gosterilmistir.

H,0, kaynakli TRPM2 kanal aktivasyonu i¢in kesin aracit molekiiller 6nceki
calismalarla tespit edilmistir (73). TRPM2’nin ROT duyarliligina; NAD" veya
mitokondri ve protein oksidasyonu iizerinden salinan ADP-Riboz aracilik etmektedir
(74, 75). H,0O, ve cADP-Riboz’un diisiik konsantrasyonlari, ADP-Riboz’un etkisini
artirmak icin veya daha yuksek konsantrasyonlarimda dogrudan TRPM2 kanalini

acmak icin etkili olduklari ileri stirtilmistiir (51).

NAD"in TRPM2 kanalim1 bizzat uyardigi bildirilmistir (2). TRPM2,

C-terminal sitozolik ucundaki nudix alani olarak bilinen karakteristik yapisal bir
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ozellige sahiptir. Nudix alan1 indirgenmis niikleozid difosfotazin sinifi oldugu bilinen
bir pirofosfotaz bolgesidir (76). TRPM2 kanalinin nudix alani tarafindan ADP-Riboz
katalizlenirken, kanal katyon gegisine aktiflesir. ADP-Riboz infiizyonu sirasinda
patch pipeti yardimiyla TRPM2 Katyonik akimlar1 baslatilir. intraseliiler ADP-Riboz,
Ca*? akisim uyararak TRPM2’yi aktive eder. ADP-Riboz, TRPM2’nin Kkarboksi
terminaline, NUDT9-H bdlgesine baglanarak etkisini gosterir. ADP-Riboz hidrolizi
ile ortaya ¢ikan adenozin mono fosfat (AMP) konsantrasyonundaki artis ise kanalin
inaktivasyonunu tesvik eder (77). Yani ADP-Riboz, TRPM2 agonisti olarak gérev
yaparken ayni zamanda kanal acilma siiresi/ADP-Riboz pirofosfataz aktivitesinin
uzamasi ile biriken AMP metaboliti ile aslinda antagonist etkiyi de saglamaktadir.
Kanal aktivasyonu ile sitozolik Ca*? seviyelerindeki artma ile tesvik edilen pozitif
geri bildirim mekanizmasina tam ters olarak viicutta sik rastlanan enzimsel kinetikle
belirlenen negatif geri bildirim mekanizmasinin bu kanal i¢in s6z konusu oldugu

dikkat cekmektedir.

TRP katyon kanal (st ailesi tiyelerinden oksidatif stresle iliskisi en ¢ok
arastiritlmis ve en iyi anlasilmig olan1t TRPM?2 katyon kanal alt tipidir. TRPM2’nin
oksidatif stresle aktivasyonu neticesinde hiicre icine Ca™ girisi oldugu
elektrofizyoloji (Patch-Clamp) ¢aligsmalariyla gosterilmistir (51, 77, 78). Hiicre igine
Ca*? girisi, hiicre ici faaliyetlerin yerine getirilmesi icin bilyik dnem arz ederken,
girisi saglayan kanal fonksiyonlarinda gelisen diizensizlikler de ¢esitli anomalilere
sebep olabilmektedir. TRPM2’nin aktivasyonu, hem H,O,’nin hiicredeki NAD"
tarevi ikincil habercilerden ADP-Riboz iiretimini tesvik etmesi ile hem de kanalin C-
terminal kismindaki ADP-Riboz pirofosfataz enzimini dogrudan uyarmasi sonucu

gerceklestigi bildirilmistir (79).

TRPM2 katyon kanallarinin aktivatorleri hakkinda yeterli sayilabilecek
diizeyde bilgi varken inaktivasyonunda rolii bilinen kimyasal madde sayis1 olduk¢a
siirlidir. Bu da potansiyel TRPM2 ile iliskilendirilen anomalilerin diizeltilmesinde
giicliige sebep olmaktadir. Ozellikle baz1 ndrodejeneratif hastaliklarda ve omurilik
hasar1 gibi travmatik olgularda TRPM2 kanal ekspresyonunda ve aktivasyonunda
artis oldugunu rapor eden ¢aligsmalar mevcuttur (80). TRPM2 kanallarinin fizyolojik
siirlari {izerinde aktive olmasi, hiicre igine Ca* girisini tetikleyerek hiicre igindeki

¢ok sayidaki enzimin aktivasyonu sonucu hiicre yapisina zarar vermektedir. TRPM2
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katyon kanallarin1 ikincil haberciler vasitasiyla inaktive ettigi iyi bilinen 2-
aminoethyldiphenyl borate (2-APB) ve anthranilic acid (ACA) olmak uzere iki
kimyasal bulunmaktadir. Bunlardan 2-APB’nin TRPM2 katyon kanalaina spesifik
olmadigi da disiiniilince giiniimiizde arastirmacilar TRPM2 Kkatyon kanal
aktivasyonunu diizenleyici yeni kimyasallar kesfetmek i¢in ugras vermektedirler (81-
83).

TRPM2’nin  H,0O, ile aktivasyonu sonucu sitozole Ca*? girisinin
diizenlenmesinde bazi antioksidanlarin gorev listlendigi bazilarinin ise herhangi bir
etkisi olmadig1 yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalarla bulunmustur. Indirgenmis
glutatyon (GSH), E ve C vitaminlerinin transfekte edilmis Chinese Hamster Ovary
(CHO) hcrelerinde TRPM2 katyon kanallar1 {izerine etkisinin arastirildigi bir
calismada, tiim hiicre Patch-Clamp kayitlariyla katyonik akimlar veya sitozole Ca'?
akis1 lizerinde bu ii¢ antioksidanin herhangi bir inhibitor etkisi olmadigi sonucuna
vartlmistir (49). Selenyumun, enzimatik antioksidanlardan GSH-Px’in kofaktori
olarak gorev yapmasindan dolayi, hiicre i¢i ROT’u baskilayarak TRPM2 katyon
kanal davranisi tlizerinde potansiyel roliiniin arastirildigi bir baska c¢alismada;
transfekte CHO hcrelerine ekstraseluler H;O, uygulamasiyla katyonik akimlar
tetiklenmis, ancak selenyum uygulanan gruplarda bu akimlarin azaldigi whole-cell
kayitlartyla gosterilmistir. Ayrica kalsiyum sinyali analizleriyle de selenyumun
TRPM2 aracili Ca*™ girisini azalttig1 bildirilmistir (3). Melatoninin transfekte CHO
hlcrelerinde intraseliler ve ekstraseliiler uygulamasinin TRPM2 aracili katyonik
akimlar1 baskilamada rolii arastirilmis, intraseliiler uygulamanin akimlar1 baskiladigi
ve melatonin uygulamasinin tiim gruplarda apoptozisi Onlemede etkili oldugu
vurgulanmistir (4). E vitamini ve NAC gibi tiyol grubundan zengin antioksidanlarin
da antioksidan ¢zellikleri sayesinde H,O, aracili TRPM2 aktivasyonuyla hiicreye
Ca* girigini diizenledigi ve hiicre i¢i antioksidan sistem bilesenlerini gii¢lendirerek
arka kok gangliyon (AKG) hiicrelerini oksidan hasardan korudugu bildirilmistir (5,
55). Fakat literatiir taramalarimiz neticesinde noéronal hiicrelerde curcumin
antioksidaninin TRPM2 katyon kanal davranisi {izerine herhangi bir etkisi olup
olmadigma dair bir kayda rastlanmamustir. Curcuminin Ca*? gegirgen kanallar
disinda, bazi potasyum kanallar {izerinde inhibitor ve Kistik fibrozis ile iligkili klor

kanallar1 tizerinde aktivator etkili olabilecegi bildirilmistir (84, 85). NMDA reseptori
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aracili Ca*? girisine etkisinin arastirldigi baska bir ¢alismada whole-cell Patch-
Clamp kayitlar1 alinmig ve curcumin uygulanan grupta katyonik akimlarin azaldigi
gbzlenmistir (86). Curcuminin TRP katyon kanal ailesi 0yelerine etkisinin
arastirildigl yayin sayisi oldukga siirlidir. Curcumin uygulamasinin gastrointestinal
agriyr Onlemede TRPV1 antagonisti gibi davrandigi ve potansiyel analjezik
etkilerinin de bu yolla olabilecegi Zhi ve ark. yaptig1 bir ¢calismada gosterilmistir
(87). Benzer sekilde Yeon ve ark. tarafindan yapilan bir baska ¢alismada trigeminal
noronlarda curcuminin TRPV1 aracili akimlari inhibe ettigi vurgulanmistir (88).
TRPA1 kanallar iizerine olan etkisinin arastirildigi bir bagka ¢aligmada ise curcumin
uygulamasinin TRPA1 aracili katyonik akima sebep oldugu ancak bu etkinin

devamli olmadig1 vurgulanmistir (89).

Bu tezin hazirlandigi esnadaki bilgilerimize gore curcumin ve TRPM2 katyon
kanal davranigi iizerine etkisinin arastirildigi yalniz bir calisma mevcuttur. Rat
hepatositleri iizerinde yapilan bu g¢alismada curcuminin TRPM2 aracili katyonik
akimlar1 baskiladigi bildirilmistir. Aym1 ¢alismada HEK293 hiicrelerine TRPM2
transfeksiyonu da yapilmis ve benzer sonuglara ulasildigi sdylenmistir. Curcuminin
Ca'*? girisini de azalttig1 vurgulanan bu calismada hepatoprotektif 6zelliklere de sahip
olduguna dikkat g¢ekilmistir (90). Noronal hicrelerde curcumin antioksidaninin
TRPM2 kanal akimlar1 ve buna bagl hiicre sagkalim mekanizmalar1 Gzerine etkisini

arastiran bir ¢alisma mevcut bilgilerimize gore rapor edilmemistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, norolojik hastaliklara in vitro model olarak siklikla
kullanilan SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde transfeksiyon sonrasinda curcumin
inkiibasyonunun TRPM2 kanallar1 {izerine etkisi Patch-Clamp sistemi ve baska
yontemlerle arastirllmistir. Yapilan analizler neticesinde curcumin inkiibasyonunun
TRPM2 aracili katyonik akimlar1 baskiladigi gosterilmistir. Ca* sinyali bulgular1 da
TRPM2 aracili kalsiyum giriginin curcumin inkiibasyonu neticesinde azaldigini
gostermistir. NoOrolojik hicrelerde oksidatif stresle TRPM2 kanallarinin aktive
olmas1 hiicreye Ca* girigini  artirmaktadir. Sitozolik Ca*? seviyelerinin artis1
mitokondriyal membran potansiyelini artirdigi ve mitokondriyal depolarizasyon
neticesinde hucresel apoptozis sureclerinin  aktiflenmesine sebep oldugu
bilinmektedir (91). Bu c¢alismayla curcuminin, apoptozis gostergesi olarak kabul
edilen kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzimlerinin aktif formlarini azalttig1 ve inaktif formlar
olan prokaspaz 3 ve prokaspaz 9 ekspresyonunu artirdigi tespit edilmistir. Hiicre i¢i
ROT iretimini baskilamada etkili oldugu ve mitokondriyal depolarizasyon
seviyelerini azaltmast da noronal hiicre O6limiinii engellemede etkili sonuglar

sundugunu diistindiirmiistiir.

Giiniimiizde kullanilan kalsiyum kanal blokérlerinin TRP kanallar1 Uzerinde
tamamen etkili olamamasi bu kanallara 6zgii blokorlerin kesfini gerekli kilmustir.
Elde edilen veriler, basta noronal hiicre 6limii olmak tizere, TRPM2 kaynakli
norolojik hastaliklarin patogenezi ve tedavisine yonelik in vitro ¢aligmalara ve
TRPM2’nin degisik hastalik modellerinde ne derece etkisinin oldugunu arastirmada

potansiyel kaynak olarak gelecege 1s1k tutacak niteliktedir.
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7. OZET

SH-SYS5Y Noroblastoma Hiicrelerinde Curcuminin TRPM2 Katyon Kanallari

Uzerine Etkisinin Patch-Clamp Sistemi ile Arastirilmasi

Noronal hiicrelerde Ca*™® iyonlarmin hiicre igerisine fizyolojik smirlarin
lizerinde girmesi ve buna bagli olarak hiicre i¢i oksidatif stres seviyesinin yiikselmesi
noronal hasar olusumunu tetikleyen baslica faktorlerden biridir. Oksidatif stres
aracili TRPM2 katyon kanallarinin aktivasyonu, ndronal hiicre Oliimiiyle
iliskilendirilmektedir. Curcumin, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini giiglii bir sekilde
ortadan kaldirma potansiyeline sahip bir antioksidan molekiil olarak
degerlendirildiginden ndrolojik hastaliklarin tedavisinde etkili bir rolii olabilecegi
disiiniilmustir. Curcuminin, oksidatif stresle indiiklenen néronal hasara etkilerini
daha iyi karakterize etmek i¢in TRPM2 kanal akimlari ile oksidatif stres ve apoptoz

Uzerine olan etkisi SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde arastirildi.

Hicreler deneyler igin toplamda dort gruba ayrildi. Birinci grup kontrol grubu
olarak kullanildi. Ikinci grup curcumin uygulanan gruptu. Ugiincii ve dordiincii
gruplar TRPM2 pc DNA’s1 ile transfekte edildi ve dordincl grup transfeksiyondan
sonra curcumin ile inkiibe edildi. Tim gruplardan Patch-Clamp ve Kalsiyum Sinyali
kayitlar1 alindi. TRPM2 katyon kanal akimlar1 ile hiicresel oksidatif stres
parametreleri arasindaki iliskiyi arastirmak {zere; hicre ici ROT retimi,
mitokondriyal membran depolarizasyonu analizi, apoptosis, kaspaz 3 ve 9 aktivite
tayinleri yapildi. PARP1 ve apoptosis yolaklarindaki iki 6nciil enzim olan prokaspaz
3 ve 9 ekspresyon seviyeleri ise Western Blot ile tayin edildi. Analizler sonucunda
curcuminin hiicre i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonunu ve TRPM2 kanal akim
yogunluklarini, apoptosis, kaspaz 3 ve kaspaz 9, mitokondriyal membran
depolarizasyonu, hiicre i¢i ROT iiretimini diizenledigi gozlemlendi. 5 uM curcumin
inkibasyonunun; PARP1, prokaspaz 3 ve prokaspaz 9 enzim ekspresyonlarini

azalttig1 diger analizlere ek olarak gosterildi.

Sonug olarak, curcumin uygulamasmmin TRPM2 katyon kanal akimlarini

giiclii bir sekilde inhibe ettigi gosterildi. Bu ¢alisma, néronal hiicreye oksidatif stresle
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baslatilan TRPM2 kanallar1 aracili katyon akisi ve Ca*? girigsinde curcuminin
diizenleyici roli olabilecegini gosteren yeni bir bildirimdir. Noronal hiicre 6liimii ve
TRPM2 kanal aktivitesinin curcumin uygulamasi ile diizenlenmesi, Ca* girisi ve

apoptozise karsi potansiyel noéroprotektif etkisi olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Curcumin, TRPM2 katyon kanallari, Patch-Clamp, Ca*?sinyali,
SH-SY5Y hicreleri, Apoptoz
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ABSTRACT

Investigation of the effect of Curcumin on TRPM2 cation channels in SH-SY5Y

neuroblastoma cells by Patch-Clamp System

Neuronal injury can arise from overload of oxidative stress-induced calcium
ion (Ca®*) entry and oxidative stress. Activation of TRPM2 during oxidative stress
have been linked to neuronal cell death. Curcumin has been considered as a potent
antioxidant that detoxifies a variety of reactive oxygen species (ROS) in neurological
diseases. In order to characterize the actions of curcumin better in oxidative stress-
induced neuronal injury through modulation of TRPM2 channel currents, we tested
the effects of curcumin on apoptosis and oxidative stress in the oxidative stress-

induced SH-SY5Y neuroblastoma cell line.

SH-SY5Y neuroblastoma cells were divided into four groups for the
experiments. The first group was used as control. The second group was used as the
curcumin administrated group. The third and fourth groups were transfected with
TRPM2 pcDNA, and the last group incubated with curcumin after transfection.
Whole-cell Patch-Clamp and calcium signaling recordings were acquired from
SH-SY5Y neuroblastoma cells in all groups. Moreover, intracellular ROS
production, mitochondrial membrane depolarization, apoptosis, caspase 3 and 9
activity analyses were performed to investigate the relationship between cellular
oxidative stress and TRPM2 cation channel currents. PARP1 and two precursor
enzymes of apoptotic pathway, procaspase 9 and procaspase 3 expression levels were
determined by Western Blotting. We observed that modulator role of curcumin on
intracellular free Ca®" concentrations, current densities of TRPM2 channel,
apoptosis, caspase 3 and caspase 9, mitochondrial membrane depolarization,
intracellular ROS production levels in the SH-SY5Y neuroblastoma cells. In
addition, it was proved that extracellular 5 uM curcumin administration can decrease

procaspase 3 and 9 activities and PARP1 expression levels.

In conclusion, in our study, TRPM2 channel currents can inhibited strongly

by curcumin treatment. It is a novel report which shows the modulator role of
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curcumin on oxidative stress induced cationic currents and Ca’* influx through
TRPM2 channels. Neuronal cell death and modulation of TRPM2 channel activity by

curcumin treatment has neuroprotective activity against apoptosis and Ca* entry.

Keywords: Curcumin, TRPM2 cation channels, Patch-Clamp, Ca®* signaling,

SH-SY5Y cells, Apoptosis
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