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1. GĠRĠġ 

Beyin ve periferal sinir sistemi nöronları baĢta olmak üzere vücuttaki bütün 

canlı yapılar oksidatif strese karĢı oldukça duyarlıdırlar. Merkezi sinir sistemi vücuda 

alınan toplam oksijenin beĢte bir kadarlık kısmını harcamaktadır. Böylesine yüksek 

oranda oksijen tüketimi ve sinir sisteminin metabolizma hızının yüksekliği serbest 

radikal üretimini arttırabilmektedir (1). Sinir sisteminin diğer organlara göre düĢük 

miktarda vitamin ve antioksidan içermesiyle beraber, araĢidonik asit ve 

dokozahekzaenoik asitler gibi çoklu doymamıĢ yağ asitlerinden oluĢan fosfolipit 

içeren zarlardan oluĢması (2), serbest oksijen radikallerine düĢük savunma olmasına 

neden olmaktadır. Çünkü bu yağ asitleri zayıf çift bağlarla birbirine tutunan hidrojen 

iyonları bulundurmaktadırlar. Reaktif oksijen türleri (ROT) ise bu iyonları hedef 

alarak zarar vermektedir (3). Bu bağlamda, beyin ve arka kök gangliyon hücrelerinde 

bulunan fosfolipitlerin değiĢikliklerine neden olan oksidatif hasarın, nörolojik 

hastalıklarda rol alabileceği ortaya atılmıĢtır (4,5). 

N-asetil sistein (NAC) glutatyon‟un (GSH) yenilenmesine katkıda 

bulunmakla birlikte doğrudan serbest oksijen radikalleri ile reaksiyona girerek 

ortama sülfidril salar (6). Bu serbest oksijen radikallerinin elektrofilik grupları ile 

etkileĢimli serbest tiyol grubudur ve oksidatif stresle indüklenen arka kök gangliyon 

(AKG) nöronlarındaki nöronal ölümler de dahil olmak üzere birçok hücre tipinde 

koruyucudur (7,8). NAC‟ın antioksidan etkisi serbest oksijen radikallerine karĢı GSH 

sentezini uyararak hücre içi GSH seviyesini optimum düzeyde tutmasıyla gerçekleĢir 

(7). 

“Transient receptor potential melastatin 2” (TRPM2) katyon kanalları 

oksidatif stresle aktive olan, seçici olmayan katyon kanallarıdır. Bu kanallar; N ucu, 

transmembran bölge ve C ucu olmak üzere üç ana bölgeden oluĢmaktadır. C ucunda 

bulunan Nudix Hidrolaz enzimleri kanalın açılması için gerekli olan anahtar kilit 

vazifesini üstlenmektedir. Bu bölge adenozin di-fosfat (ADP) ve adenozin di-fosfat 

Ribozu (ADPR) bağlayabilen bir Nudix Hidrolaz türüdür (9). Son zamanlarda beyin 

ve diyabetik AKG gibi değiĢik nöron tiplerinde NAC‟ın oksidatif stres üzerinde 
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inhibitör rolü olduğu bildirilmiĢtir. (10,11,12).  Bu nedenle, aynı inhibitör etkiler 

TRPM2 kanalları ve diyabetik sıçanların beyin ve AKG‟lerindeki oksidatif stres 

üzerinde de görülebilir. 

Diyabete bağlı dokularda geri dönüĢümsüz hasarlar, hücre ölümü ve buna 

bağlı olarak ortaya çıkan fonksiyonel kayıplara neden olur. Bu patolojik süreçlerin 

anlaĢılması, etkin tedavi stratejilerin geliĢtirilmesine yol açabileceğinden önemlidir. 

Diyabette dejeneratif süreçleri açıklamada kabul gören bir patofizyolojik mekanizma 

da oksidatif stres hasarıdır. Bu mekanizmanın açıklayan bir bileĢen TRPM2 katyon 

kanallarıdır. Bu kanallar, oksidatif stres ürünleriyle aktif hale gelerek hücre içine 

Ca
+2

 almaktadır. Hücresel hasarda baĢlatan olayın hücre içine aĢırı miktarda Ca
+2

 

giriĢi olduğu düĢünüldüğünde, hücrede doğrudan hasar yapabilen oksidatif stresle 

aktive olan TRPM2 kanallarının potansiyel önemi ortaya çıkmaktadır.  

Günümüzde diyabet dünya çapında yaygınlığı ve iliĢkili birçok organ 

bozukluklarına neden olmasıyla ciddi bir sağlık sorunu haline gelmiĢtir. Diyabette 

artan oksidatif stres ile ortaya çıkan serbest oksijen radikalleri birçok organda 

dejenerasyona sebep olmaktadır. TRPM2 katyon kanalları serbest oksijen 

radikallerinin üretiminin artmasıyla aktive oldukları iyi bilinmektedir. Diyabetik 

olmayan sinir hücrelerinde oksidatif stresle aktive edilen TRPM2 kanallarının 

inhibisyonunda NAC‟ın rolü iyi bilinmesine rağmen (11,12), diyabetik sıçan 

nöronlarında TRPM2 kanalları konusunda henüz bir bildirim mevcut değildir.  

Nöronlar ve beyin diyabet kaynaklı, çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin oto-

oksidasyonuyla devamlı olarak ortaya çıkan ROT'lara maruz kalarak oksidatif 

stresten etkilenebilir (13). Beyin diyabet kaynaklı oksidatif strese artan zaafiyet 

gösterir çünkü yüksek oranlarda oksijen tüketir, bol miktarda çoklu doymamıĢ yağ 

asitleri içerir ve enzimatik antioksidan savunma sistemince fakirdir. (14,15,16). 

Diabetes mellitus, insülin salgılanması ve kullanım bozukluğundan kaynaklanan 

yaygın bir metabolik hastalıktır. Diyabette hiperglisemiye glukozüri, polidipsi, 

poliüri ve eĢlik eder (16).  ROT üretimine hipoglisemik ve beyin nöron oksidatif 

hasarla iliĢkili olduğunu ileri sürülmüĢtür ve bu ROT üretimi enzimatik olmayan, 

glikozilasyon ve aldoz redüktaz-poliol yolağı aktivasyonu ile uyarılır (13).  Diyabetik 
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nöropati, Periferal olarak çok çeĢitli hasar ile ortaya çıkabilir ve spontan ağrı, 

hiperaljezi ve allodini ile karakterize olan ilk hasar geçtikten sonra bile uzun sürebilir 

(17). Nöropati diyabet kaynaklı aĢırı Ca
+2

 giriĢi sık görülen bir komplikasyondur ve 

süresi ve hiperglisemi süresi ve çeĢitliliği ile iliĢkilidir (15, 18). Diyabetik nöropati 

AKG nöronları da dahil olmak üzere tüm periferik sinirleri etkiler. 

Bu tezin amacı TRPM2 hasarlanma süreçlerindeki rolünün ve NAC‟ın bu 

olayda rolünün araĢtırılmasıdır. Tez temel olarak TRPM2 aktivitesinin uyarıldığı ve 

baskılandığı stres durumlarında çeĢitli dokuların hayatta kalma ya da ölme 

süreçlerini aydınlatacaktır. Oksidatif stresle aktiflenen TRPM2 inhibisyonunda 

NAC‟ın bloke edici etkisi araĢtırılacaktır. Projenin sonuçları, TRPM2‟in diyabete 

bağımlı hücre ölümüyle iliĢkilerini ortaya koyacak ve hücre hasarlarını sınırlamaya 

yönelik yeni stratejilerin geliĢtirilmesine yardımcı olacaktır. Beyin dokusu, 

antioksidan bakımından zayıf, oksijen tüketimi ve doymamıĢ yağ asitleri bakımından 

zengin olmasından dolayı serbest oksijen radikallerinin en önemli hedeflerinden 

birisidir. Diyabette polidori ve nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH) 

oksidaz sistemleri aracalığı ile serbest oksijen radikalleri aĢırı oluĢmaktadır. NAC 

antioksidan özelliği ile, beyindeki bu antioksidanları düzenleyebilir. Bu tez 

çalıĢmasının diğer bir amacı beyin ve arka kök gangliyon (AKG) sinir hücreleri 

antioksidan değerleri üzerinde NAC‟ın koruyucu etkisinin araĢtırılmasıdır.    

Bu projede, diyabetik sıçan dokularında oksidatif stresle aktive edilen 

TRPM2 katyon kanallarında NAC‟ın koruyucu rolünü araĢtırarak diyabetin meydana 

getirdiği olumsuzlukların etiyolojine katkıda bulunmayı amaçladık. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Oksidatif Stres 

Serbest radikaller daima tek elektron transferleri içeren biyolojik redoks 

tepkimelerinin sık görünen ürünlerindendir. Bazı ilaç türleri, çevre kirliliğine yol 

açan maddeler, ağır metaller, sıcaklık, ultraviyole ıĢınları veya görünür ıĢık ve diğer 

iyonize olabilen radyasyon çeĢitleri gibi birçok dıĢ faktörler bu serbest radikallerin 

biyolojik sistemlerde üretilmesine sebep olmaktadırlar (19,20). Kontrolsüz bir 

Ģekilde reaktif türlerin üretimi, DNA‟ları, lipitleri, proteinleri, karbonhidratları veya 

hücresel hasar ve hastalıklarda çıkan zincir reaksiyonlarını içeren biyolojik 

moleküler mekanizmanın geniĢ yelpazesinde, önemli ölçüde geri dönüĢümlü veya 

dönüĢümsüz hasara sebep olmaktadırlar (21). Bu iĢlemlerin çoğu, hedef moleküllerin 

birçoğunda yayılan tek bir baĢlatıcı radikal türleri ile zincir reaksiyonları 

yapmaktadır. Kanser de dâhil olmak üzere fizyolojik ve patolojik hastalıkların 

çeĢitlerinde, hücre hasarını içeren bu tür reaksiyonlar ve bu reaksiyonların 

aralarındaki iliĢkilere büyük ilgi duyulmaktadır (20).  

Serbest radikallerin ROT ve reaktif nitrojen türleri (RNS) olmak üzere iki ana 

türü mevcuttur. ROT „un üç ana türü mevcuttur. Bunlar; Süperoksit (O2.
-
), hidrojen 

peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali (OH
.-
) dir. Süperoksit bir serbest radikal 

olmasına rağmen, çokta zararlı tür değildir. Çoğunlukla doğada indirgeyici madde 

olarak bulunmasının yanı sıra H2O2 ve geçiĢ metal iyonlarına kaynak teĢkil 

etmektedir. 

Serbest radikaller, dıĢ yörüngelerinde bir ya da daha fazla paylaĢılmamıĢ 

elektron taĢıyan, birçok fizyolojik ve patolojik süreçte üretilebilen oldukça aktif atom 

veya moleküllerdir. Oldukça kararsız olan bu moleküller, çevrelerindeki moleküllerle 

çabucak reaksiyona girme ve bu son yörünge elektronlarını paylaĢma 

eğilimindedirler. Her kimyasal ve biyokimyasal tepkime her zaman atomların dıĢ 

orbitallerindeki elektronlar sayesinde gerçekleĢir. DıĢ orbitallerde paylaĢılmamıĢ 

elektron bulunması serbest radikallerin aktivitesini olağanüstü arttırır, dolayısıyla 



5 

 

 

serbest radikaller kimyasal aktifliği yüksek moleküllerdir (22,23). Ġnsan vücudunda 

bütün hücrelere hiçbir zorlukla karĢılaĢmadan giren ve en çok kullanılma özelliğine 

sahip olan oksijen O2 yapısı gereği radikal olmaya çok uygun olduğu için serbest 

radikal denince aslında serbest oksijen radikalleri, daha genel bir anlatımla „ROT‟ 

ifade edilmektedir. ROT ve serbest radikaller organizmada normal Ģartlar altında 

sürekli oluĢmaktadır. Serbest radikaller pozitif yüklü, negatif yüklü ya da nötral 

olabilirler ve biyolojik sistemlerde en sık elektron transferi ile oluĢurlar. Biyolojik 

sistemlerdeki en önemli serbest radikaller, oksijenden oluĢan radikallerdir (24).  

O2 ve nitrojen molekülleri serbest radikal kaynaklarıdır. O2‟nin kısmi 

indirgenmesinden, ROT olan hidroksil (·OH) radikali ve O2
¯·

 oluĢmaktadır. Ayrıca 

singlet oksijen (
1
O2) ve H2O2 molekülleri, radikal olmayan ROT olarak ifade 

edilirler. Oksijen kaynaklı olmayan diğer serbest radikaller ise nitrik oksit (NO·), 

peroksinitrit (ONOO
¯
·) ve lipit peroksidasyon (LPO) sırasında oluĢan peroksil 

(ROO·) radikalidir (24,25). 

Radikal olmayan türler, bu tepkimelerden herhangi biri oluĢtuğunda, radikal 

haline gelir. Serbest radikaller ile radikal olmayanların tepkimeleri sonucu, 

tepkimeye giren moleküller sırayla serbest radikallere dönüĢür ve hasar zincirini 

ilerleterek yayarlar (26,27). 

Serbest radikaller, hücrelerde endojen ve ekzojen kaynaklı etmenlere bağlı 

olarak oluĢurlar. Endojen kaynaklı etmenler organizmada normal olarak meydana 

gelen oksidasyon ve redüksiyon reaksiyonları ile oluĢur. Oksijen, nitrik oksit, aktive 

nötrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum, 

peroksizom ve plazma zarı, araĢidonik asit metabolizması baĢlıca endojen 

kaynaklardır. Ekzojen kaynaklı etmenler arasında; diyet faktörleri, stres, çevresel 

faktörler (hava kirliliği), ilaçlar, ksenobiyotikler, zararlı ıĢınlar (X-ıĢınları, 

ultraviyole ıĢınlar v.b.) yer alır (21,23,28).  

Biyolojik sistemlerdeki en önemli serbest radikaller, O2‟den oluĢan 

radikallerdir (2) O2, iki elektronu eĢleĢmemiĢ bir Ģekilde elektron dağılımına sahiptir. 

Bu yüzden bazen O2 bir radikal olarak değerlendirilir (29). Bir radikal O2, radikal 

olmayan maddelerle yavaĢ reaksiyona girdiği halde serbest radikallerle kolayca 
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reaksiyona girer. Bir radikal O2„nin elektronlarından birinin enerji alarak kendi 

spininin ters yönünde olan baĢka bir orbitale yer değiĢtirmesiyle tekli oksijen radikali 

oluĢur. Tekli oksijen radikali, eĢleĢmemiĢ elektronu olmadığı için radikal olmayan 

reaktif oksijen molekülüdür. Organizmada geçiĢ metallerini (Fe
+2

 ve Cu
+2

 gibi 

metaller) içeren enzimler vasıtasıyla, moleküler oksijene tek elektronların transferi 

ile oksidasyon reaksiyonları meydana gelir. Moleküler oksijen, radikal oluĢunun bir 

sonucu olarak yüksek derecede reaktif oksijen türleri oluĢturma eğilimindedir. ROT 

normal oksijen metabolizması sırasında oluĢan O2•¯, H2O2, ve OH
- 

dir. Reaktif 

oksijen türlerinin oluĢum basamaklarında öncelikle tek elektron transferi ile 

moleküler oksijen, O2•¯ye dönüĢür. O2•¯ „ne iki elektron eklenmesi ile H2O2 oluĢur. 

H2O2, univalan redüksiyonu ile diğer bir protonun eklenmesi sonucu suya ve OH
-
‟ne 

dönüĢür. OH
-
‟i de univalan redüksiyon ile suya dönüĢür (30). 

Organizmada serbest radikallerin oluĢum hızı ile bunların ortadan kaldırılma 

hızı bir denge içerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandırılır. Oksidatif 

denge sağlandığı sürece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu 

radikallerin oluĢum hızındaki artıĢ ya da ortadan kaldırılma hızında ki bir düĢüĢ 

dengenin bozulmasına neden olur. Oksidatif stres olarak adlandırılan bu durum 

özetle, serbest radikal oluĢumu ile antioksidan savunma mekanizması arasındaki 

ciddi dengesizliği göstermektedir (31).  

Serbest radikaller, normal insan fizyolojisinde endojen kaynaklı olarak 

indirgenme-yükseltgenme (redoks) tepkimelerinde; mitokondriyal, endoplazmik ve 

nüklear elektron iletim sistemlerinde (Sitokrom P–450), peroksizomlarda, monosit ve 

nötrofillerin fagositozu gibi metabolik olaylar sırasında bol miktarda üretilir.  

Malignite, diabetes mellitus (DM), ateroskleroz ve nörodejeneratif hastalık 

gibi birçok patolojik olayla iliĢkili olan serbest radikallerin en zararlı biyolojik etkisi; 

hücre membranı yağ asitlerine ve lipoproteinlere saldırması ve LPO olarak bilinen 

bir reaksiyon zincirini baĢlatarak, zar proteinlerine hasar verip yapısal ve iĢlevsel 

bozukluklara neden olmasıdır (32). 
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2.2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri 

Vücudumuzda serbest radikaller ve antioksidan savunma mekanizması 

normal Ģartlarda denge halindedir. Antioksidan savunma mekanizması ve serbest 

radikaller arasındaki denge oksidanlar lehine bozulduğunda serbest radikaller; zar 

lipitleri, protein, karbonhidrat ve DNA gibi biyomoleküller ile etkileĢerek hücrede 

yapısal ve metabolik değiĢikliklere neden olmaktadır (33, 34). 

2.2.4. N - Asetil Sistein (NAC) 

Günümüzde mukolitik ve genel tedavi amaçlı olarak akciğer 

rahatsızlıklarında üst solunum yolu enfeksiyonlarında kullanılan NAC yapısında L-

sistein isimli aminoasitten türeyen sistein grubu bulunmaktadır. BronĢiyal 

sekresyonların atılımına ve solunumu kolaylaĢtırarak akciğer fonksiyonlarının 

düzenlenmesine yardımcı olur. NAC‟ın mukolitik etkisinden baĢka parasetamol 

zehirlenmesinde tedavi edici bir ajan olarak da kullanılır. Asetilsistein, parasetamol 

doz aĢımına bağlı olarak oluĢan hepatotoksisite üzerine etkisini karaciğer GSH 

seviyesini koruyarak veya arttırarak gösterir. 

Solunum sistemi rahatsızlıklarında kullanılan NAC‟ın nörolojik bozukluklara 

olumlu ya da olumsuz etkisi henüz ortaya konulamamıĢtır (35). 

1960 lı yıllardan itibaren iv, inhalasyon ve oral yol ile NAC mukolitik bir ilaç 

olarak kullanılmaktadır. NAC, karbosistein ve erdostein gibi klasik mukolitikler 

serbest sülfhidril (tiyol) grubu içerirler. Yapısında bulunan sülfidril grubu ile 

mukustaki disülfit bağlarını kırarak, mukoproteinleri parçalar ve mukusun 

viskozitesini azaltırlar. Zamanla bu ilacın hücre içinde sistein miktarını arttırarak 

glutatyon üretimi yolu ile antioksidan özellik gösterdikleri keĢfedilmiĢtir (36). 

NAC ve GSH‟ın hücre hasarını önleyerek koruyucu etkisi özellikle akciğerde, 

sigara dumanı ve diğer zararlı maddelerin solunmasıyla ortaya çıkan serbest oksijen 

radikallerle birlikte enfeksiyonlar esnasında nötrofillerin oluĢturduğu serbest 

radikalleri de bağlayarak gerçekleĢir. Aynı zamanda, NAC, deneysel sepsis 
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modelinde, hücre içi genetik metaryel olan DNA nın oksidatif stresten dolayı hasar 

görmesiyle bir dizi reaksiyon sonucu oluĢan malondialdehid (MDA) düzeylerini 

düĢürmektedir (37). 

NAC‟ın antioksidan ve hücre koruyucu özellikleri bulunmaktadır. 

Antioksidan özelliğini GSH seviyelerini düzenleyerek, doğrudan radikalleri 

temizleyerek, nötrofil aktivitesi ve TNF üretimini baskılayarak göstermektedir. 

(38,44). 

NAC‟ın da yapısında bulunan tiyoller hücrede her zaman bulunur ve aerobik 

yaĢamı devam ettirmede rol alırlar. Tek bir bileĢenden oluĢmayan tiyoller sistin ve 

sistein döngüsünden baĢlayarak, GSH ve Okside Gultatyon (GSSG), E vitamini, 

dihidrolipoik asit (DHLA) ve lipoik asit (LA) gibi birçok sinerjik redoks 

tepkimelerinin oluĢumuna öncülük ederek antioksidan mekanizmalarının önemli bir 

basamağını oluĢturan antioksidanlardır. (7).  
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2.3. TRP Kanalları 

Transient Reseptor Potential (TRP) kanalları; nosiseptif duyusal sinir 

sonlanmalarında konumlanan ve rahatsız edici potansiyeli olan termal, mekanik veya 

kimyasal uyaranlarla aktive olan, seçici olmayan özel bir katyon kanalı ailesidir. TRP 

kanalları ilk defa Drosophila türü sirke sineklerinin gözlerinde bulunan 

fotoreseptörler üzerinde yapılan çalıĢmalar sonucunda 1989 yılında ıĢığa karĢı, gelip 

geçici (kesik kesik) bir gerilim oluĢturmasıyla karakterize iyon kanalı olarak varlığı 

gösterilmiĢtir (40). TRP kanalları katyonlara karĢı seçici olmamakla birlikte 

kalsiyum iyonu (Ca
+2

)‟a karĢı duyarlılığı oldukça yüksektir. TRP kanalları ya direkt 

olarak plazma zarlarındaki Ca
+2

 giriĢ kanalları gibi davranmakta ya da Ca
+2

 giriĢ 

kanallarının modülasyonunu sağlayacak olan zar potansiyelini değiĢtiren sitozolik 

serbest Ca
+2

 kanalları üzerinde etkili olmaktadır. Diğer birçok kanalda olduğu gibi 

TRP kanallarında da 4 por ve her porda 6 segment bulunmaktadır. Ca
+2

 iyon giriĢleri 

5. ve 6. segmentler arasından gerçekleĢmektedir (41). Ca
+2

 ile birlikte az miktarda 

Na
+
 katyonu da girdiğinden, TRP kalsiyum kanalları yerine TRP katyon kanalları 

ismi kullanılmaktadır.    

Yapısal benzeĢime göre TRP kanalları 7 alt aileye ayrılmıĢtır (ġekil 2). 

Bunlar canonical (TRPC1-7), ankyrin (TRPA1-3), melastatin (TRPM1-8), mucolipin 

(TRPML1-3), vanilloid (TRPV1-6), polycystin (TRPP1-3), and no-mechano-

potential (NOMCP or TRPN) dir. Yapısal olarak benzemelerine rağmen aktivasyon 

ve inhibisyon mekanizmaları birbirinden oldukça farklıdır. Örneğin TRPV1 katyon 

kanalları çevresel yüksek sıcaklık (≥43 ◦C), kapsaisin, oksidatif stress ve yangı yan 

ürünleri gibi faktörlerle active olurken TRPM8 ise 15◦C‟nin altındaki tehlikeli 

sıcaklıklarda ve mentol ile aktive olmaktadır. TRPA1 ise tarçın yağında bulunan 

cinnamaldehit, japon turpu, sarımsak ve çevresel araç egzost gazı gibi uyaranlarla 

aktive olabilmektedir. TRP katyon kanalları vücüdun değiĢik dokularında dağılım 

gösterirler. TRPV1 ve TRPM2 kanallarının expresyonu beyin ve sinir sistemi 

dokularında daha sık görülürken TRPC1 kanalları ise kalp – damar sistemi 

dokularında daha çok gözlenirler. Bundan dolayı TRP kanalları çevre etkenlere 

duyarlı farklı hücresel polymodal bağlanıcıları bulunmaktadır. (42, 43,44,45). 
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ġekil 2. TRP üst ailesinin yedi alt aileden oluĢtuğunu gösteren Ģematik Ģekil. 

2.3.1. TRPM Katyon Kanalları 

TRPM alt ailesi 4 grup 8 üyeden oluĢmaktadır Bunlar; TRPM2/TRPM8, 

TRPM1/TRPM3, TRPM4/TRPM5 ve TRPM6/TRPM7 dir (5).  

TRPM2 ADPR pirofosfataz faaliyeti gösteren fonksiyonel NUDT9 homoloji 

alanı içerirken, TRPM6 hem de TRPM7 fonksiyonel karboksil (-COOH) terminal 

serin/treonin kinaz içerir. Ca
+2 

‟u geçirmeyenden (TRPM4 ve TRPM5), Ca
+2

‟u çok 

geçirene, (TRPM6/TRPM7)  Ca
+2 

geçirgenlikleri alt gruplara göre farklılıklar 

gösterir. TRPM2 ADPR, H2O2 ve sıcaklıkla aktif hale gelir. Hücre ĢiĢmesi gibi bazı 

mekaniksel uyarımların TRPM3 kanallarını aktive ettiğine dair raporlar olmasıyla 

beraber, TRPM3 kanalları TRPM6 ve TRPM7 kanallarına benzer Ģekilde hücre içi 

Mg
+2

 seviyesi vasıtasıyla düzenlenir. (40, 46, 47, 48). TRPM4 ve TRPM5 ısıya 

duyarlı Ca
+2

 aktif kanallarıdır (47). Yakın zamanlarda yapılan bir araĢtırmaya göre; 

düĢük sıcaklıkla ve mentol ile aktive edilen TRPM8 kanallarının hem tekrar vücut 

sıcaklığına dönüldüğünde ve hem de ACA uygulandığında, önemli ölçüde kanalların 

inaktive olduğu rapor edilmiĢtir (49). Bu kadar geniĢ araĢtırmalara rağmen TRPM1 

kanalı hariç tüm TRPM katyon kanalları bu güne kadar karakterize edilmemiĢlerdir. 
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2.3.1.1. TRPM2 Katyon Kanalları 

2.3.1.1.1. Basit yapısı 

TRPM kanalları, bilinen diğer TRP kanallarıyla büyük oranda benzerlik 

göstermektedir (9). Kanalın yapısında 4 por vardır. Kanalın orta kısmında altı adet 

transmembran açıklık olduğu bildirilmiĢtir. Her porda iyonlar kanala beĢ ile altıncı 

segment arasından giriĢ yapmaktadır. Belirtilen kanal yapısı, temel olarak az oran da 

sodyum iyonuna ve daha ziyade kalsiyuma iyonuna geçirgendir (50). TRPM alt 

ailelerine ait TRPM4, TRPM5, TRPM8 katyon kanallarının açılma mekanizması, 

klasik S4 gerilim sensörüne sahip olmamaları nedeniyle temel olarak benzedikleri 

bazı voltaj bağımlı kanalların açılma mekanizmalarından farklılık gösterir. (47, 51). 

YaklaĢık 700 amino asit kalıntılarının N-terminal bölgesinde bulunuyor olması 

TRPM alt familyalarının tüm üyelerine ait benzersiz bir özelliktir. TRPM2 kanalları; 

C, N ucu ve bu ikisi arasında bulunan transmembran bölge olmak üzere toplam üç 

ana bölgeden oluĢmaktadır. TRPM2 kanallarının en önemli özelliği kanalın 

açılmasına olanak sağlayan ve bu kanallaewrın açılması için gerekli kilit yeri olan C 

ucunda bulunan ve Nudix bölgesi olarak adlandırılan alanın bulunmasıdır. TRPM2 

N-terminal kısmının, kanal birimlerinin ve/veya zar yapısına uygun montajı için 

gerekli olduğu da ileri sürülmüĢtür (52). 

2.3.1.1.2. C-terminal ucun NUDT9 homoloji alanı 

Önemli benzeĢimi ile (% 39 sekans kimliği ile (53) insan nükleozid difosfat 

bağlantılı X-tipi motif 9 (NUDT9) ADPR pirofosfataz yapısını taĢıyan TRPM2 nin 

C-terminal alana sahip olması onun önemli bir özelliğidir (46, 52, 54). NUDT9 

enzimi substrat olarak kullandığı ADPR ‟un hücre içi uygulanması TRPM2 katyon 

kanallarının açılmasına neden olmaktadır (60). Kristal yapı analizleri ve 

biyokimyasal çalıĢmalar; katalitik bir aktivite içeren C-terminal alanı ve bağlayıcı 

ADPR‟u destekleyebilen N-terminal alanın içerisinde, insan NUDT9 enziminin 
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fonksiyonel olarak ayrılabileceğini ortaya koymuĢtur (53). Bu etki alanlarının 

mimarisi de TRPM2 nin C-terminal NUDT9-homoloji (NUDT9-H) bölgesinde 

bulunmaktadır. NUDT9 ve NUDT9-H arasındaki katalitik sitenin uzlaĢma dizininin 

karĢılaĢtırılması, hem NUDT9‟un enzimatik aktivitesi için hem de TRPM2 

kanallarının açılması için kritik önem taĢıyan hassas amino asit değiĢikliğini ortaya 

koymaktadır (52,56). 

2.3.1.2. TRPM2 Kanallarının Aktivasyonunda Rol Oynayan Moleküler 

Mekanizmalar 

TRPM2 katyon kanallarının açılmasında; Oksidatif stres, tümör nekroz 

faktörü alfa, ADPR ve NAD
+
 metabolizması olmak üzere 4 aktivatör vardır (46). 

TRPM2 kanallarının sıcaklığa duyarlı olabileceği TRPM2 için vücut ısısı endojen bir 

ko-faktör gibi davranması sebebi nedeniyle tahmin edilmektedir (57). 

2.3.1.2.2. ADPR, NAD ve cADPR  

ADPR üretiminin gerçekleĢmesiyle hücreye Ca
+2

 giriĢi TRPM2 üzerinden 

olur. ADPR  mitokondriyal oluĢab,ileceği gibi poly-ADPR‟un alternatif aktivasyonu 

sonucu oluĢabilir (58). 

ADPR üretimi G proteine bağlı reseptörlere ligand kanal aktivasyonu ile 

baĢlatılır. Reseptör aktivasyonu aynı zamanda intrasellüler Ca+2 yoğunluğunun 

yükselmesi inositol trifosfat (IP3) tarafından hücre içi organellerden Ca
+2

 serbest 

bırakılmasını sağlar. TRPM2 hücreye doğru güçlenen TRPM2 aktivasyonuyla bir 

pozitif feedback ile Ca
+2

 giriĢi sağlar. Alternatif kaynaklar ADPR içeren mitokondri 

ve çekirdektir. ADPR polimerlerinin stimülasyon sonrası poli (ADPR) polimeraz–1 

(PARP–1)‟e ve sonrasında poly (ADPR) glikohidrolaz (PARG) tarafından ADPR‟ye 

hidroliz edilir. Bu olay hücreyi apoptozise gidinceye kadar uyarabilir. Sitozolde Ca
+2

 

artıĢı mitokondride depolarizasyon ve porların açılması veya hücre dıĢından sitozole 

H2O2 „lerin geliĢi daha fazla nitrik oksit sentaz (NOS) ve ROT üretilir. ADPR ve 
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ROT, geri bildirim mekanizması ile TRPM2 kanallarının açılması yolu ile sitozole 

Ca
+2

 akıĢını artırır (4). 

Oksidatif stres ve onun ürünleri olan ROT Nikotinamid adenin dinükleotid 

(NAD) den 3 yolla ADPR üretimine neden olmaktadır (5). TRPM2 kanallarının 

moleküler yapısına bakıldığı zaman kanalın diğer çoğu kanal gibi 6 segment‟ten 

meydana geldiği ve katyon giriĢlerinin 5. ve 6. segment‟ler arasından gerçekleĢtiği 

gözlenmektedir. Ayrıca kanalın bir C (Nudiks box) ve N uçları bulunmaktadır.  

Patch-Clamp ile alınan tekli kanal kayıtlarında kanalın ikinci haberciler 

olmadan da aktive olabilmektedir. Nudiks boks kısmında ADPR pirofosfataz enzimi 

mevcut olup kanalın açılmasından bu enzimin aktivasyonu sorumludur. Yani 

anahtarı kanalın içerisindedir. ADPR pirofosfataz enzimi ise hem ADPR hem de 

oksidatif stresle aktive olabilmektedir. Bu oksidatif stres ve ADPR ile aktivasyon 

konuları kesinlenmiĢ olmasına rağmen bunların birlikte mi yoksa ayrı ayrı mı kanalı 

aktive ettikleri günümüzde dahi tartıĢma konusudur. Bir kısım araĢtırmacılar (59) 

kanalların hem ADPR ve oksidatif stresle ayrı ayrı aktive olduklarını rapor 

etmelerine rağmen, diğer bir kısım araĢtırmacılar (65) oksidatif stres ürünlerinin 

ADPR düzeyini artırdığını ve ADPR kanalı açtığını yani oksidatif stresin kanal 

aktivasyonunda dolaylı etkisinin olduğunu savunmuĢlardır.   
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ġekil 3. TRPM2 kanallarının, oluĢan oksidatif stresle ve bunun neticesi olan, NAD+ dan üç farklı yolla 

oluĢan ADPR ile aktive olma mekanizmalarını gösteren Ģekil. Hücrede lipit peroksidasyon sonucu 

NAD+ dan üç farklı yolla ADPR üretilir. 1. NAD+  poli-ADPR polimeraz (PARP) aktivasyonu yoluyla 

poli-ADPR oluĢur. Bu poli ADPR ise poli- ADPR glikohidrolaz (PARG) enzimi vasıtasıyla ADPR 

dönüĢür. 2. NAD+ CD38 reseptöründe bulunan NADase enzimi yoluyla, 3. NAD+ dan siklik ADPR 

(cADPR)oluĢur ve cADPR hidrolaz enzim aktivasyonuyla da ADPR oluĢur. TRPM2 katyon 

kanallarının C ucunun Nudix alanında (NUDT9) bulunan ADPR pirofosfataz enzimi yardımıyla, 

ADPR, riboz-5 fosfat ve AMP ye parçalanıp TRPM2 kanallarının açılmasına sebep olur (43). 
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2.4. Diyabet, Ca
+2

 ve Nöropatik Ağrı  

Diyabet (DM), 100 milyon insanı etkileyen, güçten düĢürücü kronik bir 

rahatsızlıktır (61). Diyabetin bu yıkıcı komplikasyonları üzerine uygulanan tedaviler 

yetersizdir ki bu kısmen hastalığın patofizyolojik mekanizmasının iç yüzünü 

kavrama eksikliğine dayandırılabilir (62). Diyabetik periferal nöropatinin en önemli 

özelliklerinden biri ağrının geliĢimidir. Tipik olarak ekstremitileri kapsar ve 

ağrılı/acılı uyarılara (hyperalgesia: aĢırı hassaslık, Hiperaljezi) ya da orta düzeyli 

veya acısız uyartılara aĢırı tepki (allodynia: normal uyartının ağrıya sebep oluĢu, 

ailodini) Ģeklinde oluĢur. Hiperaljezi (hyperalgesia) ve ailodini (allodynia) nöropatik 

ağrının hassas hücresel mekanizması tam olarak anlaĢılmamıĢtır. Fakat voltaj ve 

kimyasal (nörotransmitter) geçiĢli iyon kanallarının Ģeklinin değiĢtirilmesi/tadilat 

yapılması kritik bir rol oynayabilir ki bu duyusal nöronların uyarılabilirliğini artırır. 

(62, 63)  

Beta hücresine glikoz giriĢi pirüvat üreterek glikolizi sağlar. Bu da 

mitokondriye gönderilerek orada trikarboksilik asit (TCA) döngüsünü besler. TCA 

döngüsü aktivasyonu NADH ve flavin adenin diniklotid hidrojen 2 aracılığıyla 

elektronların ara TCA döngüsünden solunum zinciri reaksiyonlarına aktarımına 

sebep olur ve sonra zincir reaksiyonları mitokondride ROT üretimini sağlar. 

Mitokondriyal elektron taĢınıĢı zinciri hücrede ROT üretiminin önemli bir yeridir. 

ġeker, yağ asitleri ve aminoasit katabolizmasından gelen elektronlar solunum zinciri 

reaksiyonlarının elektron taĢıyıcılarında toplanır. ROT oluĢumu moleküler oksijenin 

tek elektron azaltımı içerisinde normal mitokondriyal solunumun sonucu olarak 

elektron taĢınıĢına bağlanmıĢtır (64). Ek olarak mitokondri sadece pankreas 

odacıklarında ROT üretimine katkı sağlamaz. Aslında beta hücreleri, ikincil olarak 

ROT üretimini azaltarak tepkiyi olumsuz olarak modüle eden cAMP, NADPH 

oksidazları gibi fagositleri ifade ederler (65). Dahası NADPH oksidazlarının 

diyabetik obez faredeki T2D‟de mitokondriyal düzensizlik baĢlangıcına yol açan beta 

hücrelerindeki sinyal yolaklarını uyarmadan da sorumlu oldukları bildirilmiĢtir (65).  

Diyabette nöral Ca
+2

 sinyali değiĢimleri distal simetrik duyusal-motor çoklu 

nöropati ve acının geliĢimine katkı sağlayabilir (66). Diyabet çoklu voltaj-kontrollü 
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Ca
+2 

akımının mevcut geniĢliğini artırır ve Ca
+2

 akıĢı (67) nitrik oksit (NO), 

cGMP/protein kinaz G yollarını aktive eder ki bu yolların kapanması indüklenmiĢ 

acıları azaltır. Diyabetik sıçanlarda protein kinaz A (PKA), protein kinaz C (PKC) ve 

NO ikinci mesajlaĢma sistemi Hiperaljeziye (hyperalgesia) katkıda bulunur. Hâlbuki 

NMDA reseptörü aracılı durumların alakalı olduğu düĢünülmemektedir (68). Ek 

olarak sitozolik Ca
+2

 ın sürekli yükseliĢi nöral dejenerasyon (69) ve apoptozla (70) 

ilgilidir. Bu yüzden oksidatif stresin azaltılması ve anormal Ca
+2

 sinyalizasyonunun 

iyileĢtirilmesi sensorimotor polinöroterapide önemli teröpatik hedefler olarak ortaya 

çıkmıĢtır (71).  

Bilimsel delillerin önemli bir kısmı farklı tip hücrelerdeki kalsiyum 

değiĢikliğine neden olan diyabetten elde edilmiĢtir. Diyabetik beta hücrelerindeki L 

tipi Ca
+2

 kanallarının mevcut yoğunluğunun arttığı aktarılmıĢtır (72). Diyabet 

hastalığı hem periferik hem de merkezi sinir sistemini etkileyebilmektedir. 

Depolarizasyon normalde küçük ölçekte geçici Ca
+2 „

a neden olmakta fakat AKG 

nöronlarının STZ nedenli ve normal geliĢimli diyabette esnasında büyük ölçüde 

depolarizasyon süreleri uzamaktadır (73) Yüksek eĢikli, voltaj-kontrollü kalsiyum 

akımları diyabetik sıçanlardaki oldukça çözünük, kapsaisin duyarlı AKG nöronlarını 

diyabetik olmayan kontrol grubuyla kıyaslandığında arttığı görülmüĢtür (79). 

Diyabete bağlı nöral Ca
+2

 homeostazis değiĢimler diyabetin fare hipokampüsü, uzun 

dönemli depresyon ve potansiyalizasyonu üzerinde gözlemlenen etkilerini 

açıklayabilir.  

Umeda ve arkadaĢları (75),  AKG‟nin tüm alt birimlerindeki gen ve protein 

seviyelerini ve immunohistokimya ve gerçek zamanlı polimerize zincir reaksiyonu 

kullanılan STZ nedenli diyabetik farenin omuriliğini inceledi. STZ nedenli diyabetik 

Hiperaljeziye sıçanlardaki AKG nöronlarındaki, özellikle küçük ve orta C-

liflerindeki voltaja duyarlı P/Q tipi Ca
+2

 kanallarındaki ekspresyonunun seçilim 

değiĢikliğinin sebep olabileceğini buldular. P/Q tipi kanalların geliĢtirilmiĢ 

ekspresyonunun anormal Ģekilde acıya neden olabilecek birincil iletken nöronlarda 

çok miktarda taĢıyıcının ortaya çıkmasıyla sonuçlanacağı konusunda karar kıldılar.  
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Benzimidazolil iĢlevli tetralin türevi olan mibefradil birçok farmakolojik 

özellikleriyle yeni bir Ca
+2

 kanal tıkayıcısıdır. Önceki araĢtırmalar göstermiĢtir ki 

Mibefradil nöropatik ağrıda periferik T tipi Ca
+2

 kanallarında ağrıyı engelleyici bir 

rol oynayabilir. Wen ve arkadaĢlarının (76) aktardığına göre farelerin bel 

omuriliklerinde voltaja duyarlı T tipi Ca
+2 

kanalları (Cav3.2 ve Cav 3.3) vardır ve 

nöropatik ağrı Ģartlarında T tipi Ca
+2

 kanallarında mRNA ekspresyonu artıĢ 

gösterdiği bildirilmiĢtir. Sonuç olarak AKG nöron operasyonunun kronik 

kompresyonlarını izleyen nöropatik ağrının geliĢiminde önemli bir rol 

oynayabileceği bildirilmiĢtir.  

Li ve Chen (77) PKCb hücreler arası Ca
+2

 tarafından aktive edilen ve belki, 

sırasıyla, Ca
+2

 sinyallerini düzenleyen bir serine/treonin kinazdır. Nöronlar gibi 

uyarılmaya eğimli hücreler içerisindeki Ca
+2 

homeostazı sıkı bir Ģekilde 

düzenlenmiĢtir. Çünkü hücreler arası Ca
+2

 pek çok sinyal diziliminde önemli bir 

parçadır ve nörotransmitter ortaya çıkıĢı, hücre yaĢamı ve aksonal büyüme ve 

sürdürme gibi fizyolojik olgularla bağıntılıdır. Onun normal çalıĢma düzenindeki 

dengesizlik nörodejeneratif hastalıklarda kritik bir konudur. Benzer olarak AKG 

nöronlarındaki Ca
+2

 homeostazis anormalliği diyabetik nöropatinin erken bir 

moleküler belirleyicisi olduğunu göstermiĢtir. ArtırılmıĢ voltaj-kontrollü Ca
+2

 

akımının bozulmuĢ/ hasar görmüĢ önleyici G proteini fonksiyonu ve Ca
+2 

tampon 

etkisiyle hücreler arası organellerin düzensizliğinin -endoplazmik retikulum ve 

mitokondri gibi- diyabetik nöropatideki düzensiz kalsiyum sinyaline katkı sağladığı 

görülmüĢtür.  

Diyabetik nöropati patogenezi poliol yolu ilerlemiĢ glikasyon ürünü, oksidatif 

stres, PKC aktivasyonu sinir sistemi üzerindeki etki hipoksiye yol açar. Bu faktörler 

dejenerasyon ve sinir fonksiyonu bozukluğunun geliĢmesine katkıda bulunur. (63, 

72, 78). Bunların arasında PKC nin aktivitesi özellikle β izoformu öncü bir rol 

oynayabilir. Onun patojenik mekanizması temelinde PKCb selektif önleyicisi 

(inhibitörü) LY333531 Ģu sıralar klinik deneylerde inceleme altındadır. Tahara ve 

arkadaĢları (79)  AKG nöronları üzerinde PKC seçici inhibitör olan LY333531‟in 

hücreler arası Ca
+2 

homeostaza muhtemel direkt etkisini araĢtırdı. Onlar PKCb 

selektif inhibitörü LY‟nin zarar görmüĢ Ca
+2 

homeostazını diyabetik farelerin küçük 
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AKG nöronlarındaki azalmıĢ mitokondriyal Ca
+2

 tamponu vasıtasıyla iyileĢtiğini 

göstermiĢlerdir.  

Drel ve arkadaĢlarının (80) çalıĢmasında db/db farelerinin (Tip   2 diyabet) 2- 

3 ay boyunca beslenmiĢ olabileceği görülmektedir. STZ- diyabetik 8-14 haftalık 

Wistar farelerindeki L4 L5 AKG den izole edilmiĢ hem geniĢ hem küçük AKG 

nöronlarındaki [Ca
+2

]i konsantrasyonu büyük ölçüde 2, 2.5 kat artıĢ göstermiĢtir; 

[Ca
+2

]i konsantrasyonundaki artıĢ hastalığın ilerleyiĢiyle iliĢkilidir. Diğer taraftan 

omuriliğin daha yüksek seviyelerinde yer alan C3, C4 sinir düğümlerinde bulunan 

nöronlardaki [Ca
+2

]i 8-14 haftalık deneysel diyabetten zarar görmemiĢtir.  

STZ sebepli diyabetik nöropatideki orta büyüklükte AKG nöronlarındaki T 

tipi kanallar depolarizasyonu hem kısa hem de uzatılmıĢ periyodları esnasındaki 

aktivasyonları için ulaĢılabilir olmak maksadıyla kanalların daha büyük 

fonksiyonlarını müsaade ederek voltaj-kontrollü aktivasyonda göze çarpan 

değiĢimler gösterdiği bildirilmiĢtir (62).  

Voitenko ve arkadaĢları tarafından (67) STZ sebepli diyabetin nöronlar 

üzerindeki etkilerini araĢtırdı.  Fura-2AM Ca
+2

 iĢaret metodu aracılığıyla omur 

dilimlerinden keskin bir Ģekilde ayrılan omurilik arka boynuzu nöronlarındaki Ca
+2 

konsantrasyonlarını ölçtüler. Ekip, plasmalemmalin voltaj geçiĢli Ca
+2 

kanallarının 

farklı alt tiplere ko-ekspresyonunu tavsiye ederek, K
+
-sebepli Ca

+2
 yükselimine nikel 

iyonlar, nifedipine ve x-conotoxin tarafından baĢka bir boyutta ket vurulduğunu 

buldular. ÇalıĢmalarında Ca
+2 

ın iĢlevinin Ni
+2 

(50 pM) nin geçici dalgalarının 

durdurulması diyabetik nöronlar ve kontrol altındakilerle aynıydı. Diğer tarafta 

[Ca
+2

]i nin geçici dalgalarının nifedipine (50 pM) ve x-conotoxin (1 pM) tarafından 

engellenmesi normal hayvanlarla kıyaslandığında diyabetik nöronlardakiler daha 

büyüktü.  

Endoplazmik retikulüm çoklu programlanmıĢ hücrelerin ölüm yollarında 

önemli bir rol oynar. Endoplazmik retikulüm temelli oksidatif stres tarafından sebep 

olunan programlanmıĢ hücre ölümü (apopitoz) diyabetle de alakalı olabilir (81, 82) 

ve endoplazmik retikulümdaki bozulmuĢ Ca
+2 

dan kaynaklanan yayılmıĢ proteinlerin 

toplanması sebep olabilir. Hem sarco-endoplazmik retikulüm atpase (SERCA)‟nın 
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güçlü ve spesifik inhibitörü olan Tapsigargin hem de SERCA‟yı aĢağı yönlü 

düzenleyen, iç kısımdan kaynaklanan (endojen) faktörler β hücrelerindeki apoptaz ve 

endoplazmik retikulüm sebepli oksidatif stresi uyarır (83, 84).  

SERCA‟nın çoklu izoformlarına ek olarak β hücrelerinin endoplazmik 

retikulümu içinde inositol trifosfat alıcıları (IP3Rs) ve ryanodine alıcılarını 

barındıran sitozolik Ca
+2

 salan kanallarının pek çok türünü açıklar (85, 86). Oksidatif 

stres kaynaklı diyabetik durumunda bu alıcıların ekspresyonları pankreatik β 

hücreleri (87) de dahil olmak üzere bir çok hücre Ģeklinde modüle edildiği bilinir. ġu 

sıralar aktarıldığına göre rynadine alıcılarının önlenmesi MIN6 hücrelerindeki ATP 

nin ADP‟ye oranını azalttı. Ki bu durum endoplazmik retikulüm oksidatif baskısını 

muhtemelen aktive eder (88). Dahası diğer hücreler üzerine olan çalıĢmalar 

göstermiĢtir ki endoplazmik retikulüm oksidatif strese bağlı hasar, rynadine 

alıcılarının ve IP3Rs nin inhibitörleri tarafından tesir edilebilir (89). 

2.5. Patch – Clamp Tekniği 

18. Yüzyılda Luigi Galvani‟nin yaptığı bazı araĢtırmalar onun kurbağa 

bacaklarının belirli bazı metallere temas etmesi sonucu refleks olarak hızla harekete 

geçmesinin bu hayvandaki iç elektrik sonucunda ortaya çıktığı sonucuna varmasına 

yol açmıĢtır.  

20. Yüzyılın ortalarında ise, Alan Lloyd ve Andrew Huxley uyarılabilir hücre 

zarlarının biyofiziksel özelliklerini açıklayan bir model olarak mürekkep balığı dev 

aksonunda yaptığı bir çalıĢma ortaya konulmuĢtur (90). Daha sonraları hücreye 

temas edebilen, hücrede meydana gelen akım değiĢimlerini ve voltaj deĢarjlarını 

ölçebilecek pipetler geliĢtirmek ve üretmek mümkün hale gelmiĢtir. Hücre içindeki 

iyonların oluĢturduğu potansiyel fark (voltaj) ve akım kuvvetleri geliĢtirilen ve içinde 

elektrot bulunan pipetler yardımıyla ölçülebilir hale gelmiĢtir. 

Çapı yaklaĢık olarak 1-5 µm arasında olan bir mikropipet ucunun hücre zarı 

arasında “seal” olarak tabir edilen sıkı bir yapıĢma sağlanmasının ardından pipet ucu 

içerisinde kalan hücre zarı parçasında bulunması muhtemel olan iyon kanal 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Kurba%C4%9Fa
https://tr.wikipedia.org/wiki/Refleks
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akımlarının ölçülmesine dayanmaktadır. Pipete uygulanan negatif basınç (emme) 

sayesinde bu direnç 1-10 GΩ‟a ulaĢmaktadır. OluĢan bu sıkı yama „gigaseal‟ olarak 

adlandırılmaktadır. Bu ise voltaj kenetleme olarak adlandırılır.  

Voltaj kenetleme tekniğinde, zar boyunca oluĢan elektrik akımı ölçülmesi için 

zar potansiyeli belirli bir değere kenetlenir. Patch-clamp (Patch-clamp) tekniği voltaj 

kenetleme tekniğinin geliĢtirilmiĢ halidir. Bu yöntem ilk defa Erwin Neher ve Berk 

Saakman tarafından asetil-kolin ile aktive edilebilen hücrelerden aldıkları tekli kanal 

kayıtları ile kullanıma sokulmuĢtur ve hücre zarı üzerinde bulunan belirli bir 

bölgeden veya tek bir iyon kanalından elektrik akım kaydı alabilmek mümkün hale 

gelmiĢtir. 

2.5.1. Patch-Clamp Setini OluĢturan Temel Malzemeler 

1. TitreĢimi Önleyici Masa: Patch-clamp yöntemi, pipet ile hücrenin temas 

etmesine dayanan, çalıĢma esnasında yüksek hassasiyet gerektiren bir yöntemdir. 

ÇalıĢma esnasında hücre ve pipeti görmemizi sağlayan mikroskop ve pipetin 

hareketini sağlayan mikromanipülatör sistemi sarsıntı önleyici masa üzerine 

sabitlenmiĢ halde bulunmalıdır. OluĢabilecek en küçük sarsıntı bile hücre ile pipet 

arasında kurulan temasın kopmasına neden olabilmektedir. Bu nedenle darbe emici 

özel sistemlerle donatılmıĢ olmalıdır. (Resim 1). 

2. Faraday Kafesi: Ġletken malzemeleri oluĢturan atomların en dıĢ 

yörüngelerindeki değerlik (valans) elektronları, atomlarından kolayca ayrılarak 

hareket etme yeteneğine sahiptirler. Dolayısıyla; kapalı bir yüzeye sahip olan iletken 

bir cisim, elektrik alanı içerisine yerleĢtirildiğinde bu elektronlar, iletkenin 

içerisindeki elektrik alanı sıfırlanıncaya kadar hareket eder ve bir „yeniden dağılım‟a 

uğramaktadırlar. Elektrik alanın sıfırlanmasıyla birlikte, hareket etmelerinin 

gerekçesi ortadan kalkmıĢ olur. Faraday kafesi bu ilkeye göre çalıĢır ve içindeki 

nesneleri dıĢ elektrik alanlara karĢı korur. Ġletken teller ile ağ biçiminde kaplanmıĢ ve 

topraklanmıĢ her kafesle bu koruma gerçekleĢtirilebilir. Ağ gözü sıklığı ve 

topraklama kalitesi korumayı arttırır. Faraday kafesi sayesinde dıĢarıdaki elektrik 
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alan kafesin içine etki edemez. Böylece patch-clamp deneyleri esnasında sağlıklı 

kayıtlar alınması sağlanır. Kafesin iĢlerliği için iletkenlerin iyi topraklanmıĢ olması 

gerekmektedir. (Resim 1). 

3. Ġnverted Mikroskop: Bu tip mikroskoplarda objektifler mikroskop 

tablasının altına yerleĢtirilmiĢ durumdadır. Bu durum hem hücrelerin görüntülenmesi 

hem de pipetin hareket kabiliyeti ve alanının artırılması adına çok önemli avantajlar 

sağlamaktadır. (Resim 1).  

Tek bir hücreden alınacak kayıtlarda inverted mikroskop kullanılırken doku 

kesit (slice) çalıĢmlarında üstten ıĢık veren mikroskoplar kullanılır.  

4. Mikromanipülatör: Patch-clamp deneyleri esnasında inverted mikroskop 

ile hücreler tespit edildikten sonra mikro pipetin ucunu hücre zarına temas 

ettirebilmek için x-y-z ekseninde üç boyutlu hareket ettirilmesini sağlayan 

mikromanipülatörler kullanılmaktadır (Resim 1). 

5. Perfüzyon sistemi: Patch-clamp deneyleri esnasında hücrelerin 

yerleĢtirildiği ve çember adı verilen, ortama sıvı alıĢ-veriĢini sağlayan sistemdir. 

Deneyler esnasında kullanılacak çözeltilerin bulunduğu hazneler çember hizasından 

daha yüksek bir seviyeye konuĢlandırılmıĢtır. Bu hazneler ince hortumlar vasıtasıyla 

çembere bağlanmıĢ durumdadır. Sıvının akıĢ hızı, haznelerin hortumlara bağlandığı 

noktalara yerleĢtirilen musluklar sayesinde kolayca kontrol edilebilmektedir. 

Çembere gönderilen sıvı, yüksek basınç nedeniyle hücrelere ve taĢma nedeniyle 

objektiflere zarar verebilir. Bu nedenle gönderilen sıvının diğer taraftan aynı hızla 

tahliye edilmesi gerekmektedir. Bu iĢlemi sıvının iki yönlü hareket etmesini sağlayan 

peristaltik pompa ile gerçekleĢtirmek mümkündür. Bazı sistemlerde; sıvının çembere 

gönderilmesinde ve tahliye edilmesinde sadece peristaltik pompalar 

kullanılabilmektedir (Resim 1). 

 

Patch-clamp tekniğinin; hücre üzerinde (on-cell, cell-attached), tüm hücre 

(whole-cell), içi-dıĢarda (inside-out) ve dıĢı-dıĢarıda (outside-out) olmak üzere 4 



23 

 

 

farklı biçimde. Yapılacak çalıĢmanın niteliğine göre bunlardan biri ya da birkaçı 

seçilebilir. 

2.5.2. Hücre Üzerinde (On-cell, Cell-attached) 

Hücre üzerinde yöntemi tam bir patch-clamp tekniğidir ve en temel 

uygulamasıdır. Mikropipet yardımıyla hücre zarına temas edilir ve pipete emme 

uygulanarak bu konfigürasyon elde edilir. Mikropipet içerisine hücre dıĢı eĢdeğeri 

tampon çözeltisi doldurulmalıdır. Bu konfigürasyonda hücre dıĢı eĢdeğeri olarak 

uygulanan hormon veya kimyasal maddelerin mikropipet ile yakalanan hücre zarı 

parçasında bulunan iyon kanal akımları üzerine etkisinin ölçülmesi mümkündür. 

Kayıt esnasında pipet halen hücre ile temas ettiğinden hücre içi organellerin kanal 

üzerine olan etkileri devam etmektedir. 

2.5.3. Tüm Hücre (Whole-cell) 

Mikropipet ile hücre üzerinde konfigürasyonu oluĢturulduktan sonra pipete 

hafif bir emme uygulanır. Sonunda; mikropipetin, hücre zarını tuttuğu bölgeden 

plazma membranını yırtmasıyla oluĢturulur. Mikropipet içerisine, intraselüler tampon 

çözeltisi doldurulmalıdır. Bu konfigürasyon ile hücre dıĢı hormonların plazma zarı 

üzerinde bulunan tüm kanal akımları üzerine olan etkilerinin incelenmesi 

mümkündür. Yani alınan kayıt, bir hücrenin tüm kanallarıyla verdiği cevabın bir 

göstergesidir.  Hücre üzerinde konfigürasyonunda olduğu gibi pipet hücreden 

tamamen ayrılmadığı için kayıt esnasında hücre içi organel ile kanal etkileĢimi 

devam etmektedir. Özellikle, alyuvarlar gibi çapı 5-20 µm arasında olan küçük çaplı 

hücrelerden kayıt almak için kullanılan en uygun patch-clamp konfigürasyonudur. 
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2.5.4. Ġçi-DıĢarıda (Inside-out) 

Mikropipet ile hücre üzerinde (cell-attached) konfigürasyonu oluĢturulduktan 

sonra pipete hafifçe geriye doğru çekilirse pipetin ucunda hücre zarına ait fakat 

zardan bağımsız bir yama kalır. Böylece hücre zarının hücreler arası boĢluğa bakan 

yüzü, mikropipetin içerisinde bulunan sıvıya temas ederken intraselüler ortama 

bakan yüzü, banyo ortamına temas etmektedir. Bu nedenle, hücre üzerinde 

konfigürasyonunda olduğu gibi, mikropipet içerisine hücre dıĢı eĢdeğeri tampon 

çözeltisi doldurulmalıdır. Kalsiyum ve cAMP gibi intraselüler ikincil habercilerin, 

izole edilmiĢ zar parçasında bulunan kanallar üzerine etkilerinin araĢtırılması için 

kullanılan bir yöntemdir. Hücre içi organeller olmaksızın iyon kanallarının çeĢitli 

kimyasallara karĢı verdiği cevapların anlaĢılması için kullanılan önemli bir araĢtırma 

metodudur. 

2.5.5. DıĢı-DıĢarıda (Outside-out) 

Mikropipet ile tüm hücre (Whole-cell) konfigürasyonu oluĢturulduktan sonra 

mikropipet hafifçe geriye doğru çekilirse pipetin ucunda, hücre zarına ait fakat 

zardan bağımsız bir yama kalır. Ġçi-dıĢarıda konfigürasyonunda olduğu gibi hücre içi 

organellerden bağımsız bir araĢtırma olanağı sağlamaktadır. Böylece hücre zarının 

hücreler arası boĢluğa bakan yüzü, banyo ortamına temas ederken, intraselüler 

ortama bakan yüzü, mikropipetin içerisinde bulunan sıvıyla temas etmektedir. Bu 

nedenle tüm hücre konfigürasyonunda olduğu gibi mikropipet içerisine, intraselüler 

tampon çözeltisi doldurulmalıdır. Hormonların ve bazı kimyasal maddelerin izole 

edilmiĢ zar parçası içerisinde bulunan iyon kanal akımları üzerine etkisinin 

araĢtırılması için kullanılan bir yöntemdir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Kullanılan Malzemeler ve Aletler 

Borosilikat tüpler: Sutter Instruments (ABD) 

CO2 inkübator: (Heal Force, Smart Cell (Japonya) 

Derin dondurucu: Uğur (Türkiye) 

Faraday kafesi: SDÜ metal atölyesi (Türkiye) 

Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Ġsviçre) 

Ġnverted floresan mikroskop: Zeiss, Axiovert 40 CFL (Almanya) 

Isı kontrollü çember ve çember tablası: Luigs and Neumann (Almanya) 

Kültür flaskı: Cell Star, Greiner bio-one (Almanya) 

Manyetik karıĢtırıcı: Nüve (Türkiye) 

Mikromanuplator: Luigs and Neumann (Almanya) 

Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya),  

Peristaltik pompa: Ismatec (Ġsviçre) 

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz) 

Pipet yapıcı (Puller): Sutter Instruments (ABD) 

ġarjlı pipet: Hirschmann (Almanya) 

Sarsıntı önleyici sehpa: SDÜ metal atölyesi (Türkiye) 

Soğutmalı santrifüj: Kubota (Japonya) 

Ultrasonik Homojenizatör: Sonopuls HD-2070 (Almanya) 

Vorteks: Nüve NM 100 (Türkiye) 
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Yükselteç: HEKA, EPC-10 (Almanya) 

3.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

AĢağıda firma belirtilmeyen bütün sarf malzemeleri Sigma-Aldrich ve Santa 

Cruz firmalarından (Ġstanbul) satın alınmıĢtır.  

Triklor asetik asit 

2-Aminoethyl diphenylborinate (2-APB),  

Kalsiyum klorür,  

Cesium hidroksit monohidrat,  

Cumene hydroperoxide (%80) (CHPO) 

Dimethyl sulphoxide (DMSO) Hybri-Max,  

5,5'-dithio-bis 2-nitrobenzoik acid (DTNB)  

Dulbecco‟s modified eagle medium (DMEM),  

Dulbecco‟s phosphate buffer saline (10X), Biochrom  

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) 

Ethylene glikol tetraasetik (EGTA) 

GSH 

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

HEPES 

H2O2 

L-glutamic asit 

N-asetil sistein 

N-Hekzan 

N-Metil D-Glucamine katyonu (NMDG
+
) 
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Potasyum klorür 

Potasyum klorür 

Sodyum hidroksit (NaOH), Riedel-de Häen (Almanya) 

Tris-hydroksimetil-aminomethan  

Tripsin-EDTA solüsyonu (% 0,25) 

MDA 

3.2. Yöntem 

3.2.1 Deney Hayvanları 

36 adet 180 - 200 gram ağırlıktaki wistar albino diĢi sıçan Süleyman Demirel 

Üniversitesi (SDÜ) Deney Hayvanları ve Tıp AraĢtırmaları Uygulama ve AraĢtırma 

Merkezinden temin edilmiĢtir. Sıçanlara “ad libitum” olarak yem ve su verilmiĢ,  

hayvan refahı kuralları ve SDÜ Laboratuvar Hayvanları Bakım ve Kullanım 

Kılavuzu‟na riayet edilmiĢtir. ÇalıĢma SDÜ Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul 

BaĢkanlığı (Protokol No: 2011-12-05) tarafından onaylanmıĢtır. Deneyler 

streptozotosin (STZ) enjeksiyonundan üç gün sonra baĢlamak üzere 2 hafta süre 

boyunca gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.2.2. ÇalıĢma Grupları 

Sıçanlar her grupta 9 tane (n=9) olacak Ģekilde 4 adet grupta toplanmıĢtır. 

Kontrol grubu: Bu grup hayvanlarda herhangi bir STZ enjeksiyonu 

yapılmamıĢtır ve 14 gün boyunca oral yolla 1 ml plasebo (saf su) dıĢında tedavi 

uygulanmamıĢtır. 

Diyabet Grubu: Sıçanlarda diyabet tek doz periton içi STZ (45 mg/kg) 

intraperitoneal (ĠP) enjeksiyonuyla oluĢturulmuĢtur. (Sigma, St. Louis, MO, USA) 
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(91). STZ enjeksiyonundan 4-6 gün sonra kan glikoz değeri ölçüldü. Sıçan kan 

glikoz değeri enjeksiyon öncesi döneme göre en az 4 kat (≥320 mg/dl) olmalıdır. Bu 

grup 14 gün boyunca gavaj yoluyla (saf su) almıĢtır. 

NAC Grubu: Sıçanlar 150 mg/kg/gün (12) hesabına göre günlük olarak 

NAC‟dan saf suda çözülüp son konsantrasyonuna NAC (150 mg/kg) seyreltilmiĢtir 

ve 14 gün boyunca bu gruba gavaj yoluyla verilmiĢtir. 

Diyabet (STZ)+NAC grubu: Sıçanlara STZ uygulanmasının 4-6 gün 

ardından NAC grubundaki gibi gavaj besleme yoluyla (150 mg/kg) uygulanmıĢtır. 

Daha önceki çalıĢmalarda (44, 91) STZ uygulanmasını takip eden 4-6 gün 

içerisinde diyabet oluĢumu gözlemlendiği rapor edilmiĢtir.  Bu nedenle, STZ 

uygulandıktan 4-6 günlerde glukometre ve test çubukları ve glukometre vasıtasıyla 

(eBsensor, Visgener Inc., Hsinchu City, Taiwan) kan glukoz değerleri ölçülmüĢ, 

diyabet gözlemlendikten sonra (STZ uygulandıktan 4-6 gün içerisinde) NAC ve 

STZ+NAC gruplarına NAC uygulanmıĢtır. Son NAC uygulanmasından 12 saat sonra 

bütün sıçanlar sakrifiye edilmiĢ, AKG ve beyin örnekleri alınmıĢtır. Bu çalıĢma 

sırasında STZ ve STZ+NAC gruplarında 2‟Ģer sıçan ölmüĢtür.  

3.2.3. Sıçan Arka Kök Gangliyon (AKG) Hücreleri Ġzolasyonu 

AKG hücreleri 12–14 haftalık sıçanlarda, inhalasyon anestezisi iĢleminden 

sonra dekapitasyon iĢlemini takiben vakit kaybedilmeden sırt omurları bir bütün 

halinde çıkarıldı. Sırt omurları kas dokusundan olabildiğince ayrılarak silikonla kaplı 

özel yerine hareket etmeyecek Ģekilde yerleĢtirildi. Hücrelerin canlılığını 

kaybetmemesi için bir miktar DMEM medyumu (% 89 Dulbecco‟s Modified Eagle 

Medium, % 10 FBS, % 1 Penisilin-Streptomisin antibiyotiği) konuldu. Bu 

iĢlemlerden sonra omurlar median hatlarının üzerinden olacak Ģekilde eĢit iki parçaya 

ayrılmaya çalıĢıldı. Spinal kord ve üzerindeki zar stereo mikroskop altında 

yerleĢtirildiği alandan dıĢ kısma alındı, bu sırada spinal kord ile sinir gruplarının 

bağlantısı koparılmamaya özen gösterildi. Her iki vertebra arasında bulunan hücre 

yumakları ince uçlu pensler vasıtasıyla yerlerinden alınarak içerisinde antibiyotikli 
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medyum bulunan petri kaplarına konuldu. Bütün hücre yumakları alındıktan sonra 

içerisinde antibiyotikli medyum bulunan petri kutusu stereo mikroskop altına 

alınarak hücre yumaklarının gangliyon uzantıları kesilerek ayrıldı. Ve bir saat 

süresince inkübatörde (37 °C ve %5 CO2) kollejenazlı solüsyon (% 2,5) içerisinde 

bekletildi. Bir saat sonunda mekanik parçalama iĢlemine geçilerek; sırası ile 1 ml 

hacimli pipet uçları ile daha sonra 200 µL pipet uçları ile ve en sonunda da steril 

insülin iğnelerinden geçirilerek mekanik parçalama iĢlemi tamamlandı. Bu iĢlemlerin 

ardından hücreler elektrofizyolojik kayıtlar alınmak üzere patch çemberine konuldu. 

 

 

Resim 1. AKG hücrelerinin stereo mikroskop altındaki görüntüsü 

  



30 

 

 

3.2.4. Patch - Clamp Analizleri 

Analize alınan AKG hücreleri Patch-Clamp setinde bulunan pipet tutucu ve 

yükselteçe (EPC 10 USB – HEKA Almanya) bağlı bulunan pipet ve içindeki elektrot 

yardımıyla tüm hücre konfigürasyonunda kayıtlar alınarak ilgili yukselteçin 

bilgisayar yazılımı yardımıyla değerlendirildi. Hücrelerin içinde bulunan çembere 

herhangi bir sıcaklık değiĢimi yapılmamıĢ olup hücreler normal oda sıcaklığında 

kayıt iĢlemine tabi tutuldu. Deney esnasında hücrelerden kayıt alınabilmesi için 

kullanılan pipetler, borosilikat cam tüplerden (dıĢ çap: 1,5 mm, iç çap: 0,86 mm, 

uzunluk: 100mm) “pipet puller” (Sutter Instrument) yardımıyla ısı altında çekme 

iĢlemi uygulanıp elde edildi.  

Kayıt alınan dört grup için pipet içerisine normal hücre içi eĢdeğeri tampon 

ile dolduruldu (Tablo 2). Pipet içerisinde hava kalmaması için pipet ucu kırılmayacak 

Ģekilde pipet sarsıldı. Mikropipet kayıt elektrodu mikropipetin içerisine gelecek 

Ģekilde pipet tutucu takılıp sabitlendi. Kültür kabı içerisinde bulunan AKG  hücreleri 

patch-clamp çemberi içerisinde bulunan hücre dıĢı eĢdeğeri tampona eklendi (Tablo 

1). Pipet tutucuda bulunan mikropipet çember içine daldırıldı. Bilgisayar yazılımı 

üzerinden pipetin direncinin 2-8 MΩ olup olmadığı bakıldı. Bu değerler dıĢında ise 

pipet değiĢtirildi. Pipet uygun değerlerde ise pipet invert mikroskop altında hücre ile 

temas ettirildi. Pipet mikromanipulator ile hücre üzerinde çember yönüne (z ekseni) 

bastırılarak hücrenin çamberde tutunarak kayması engellendi. Hücre teması anlık 

direnç değiĢiklikleri gözlenerek teyit edildi. Pipete hafifi bir vakum uygulanarak 

pipetin ucundaki hücre zarı bölgesinin hücreden kopmadan pipet içine girmesi 

sağlandı ve “gigaseal” (1-10 GΩ) adı verilen pipetin hücreye mühürlenmesi olayı 

beklendi. Bu oluĢtuktan sonra hücre zar potansiyeli yazılım yardımıyla -60mV‟a 

sabitlenip whole cell konfigürasyon ayarları seçildi. Daha sonra bir kez daha vakum 

yapılarak pipet içindeki mühürlü hüzre zarı kısmının parçalanıp pipetle hücre için 

aynı ortamda olması sağlandı.  

Perfüzyon sistemi ile çembere 10 mM H2O2 çemberde bulunan hücreler 

üzerine gönderililirken çemberde bulunan tampon peristaltik pompa yardımıyla 

uzaklaĢtırıldı. Çemberde bulunan 10 mM H2O2 ile TRPM2 katyon kanallarının aktive 
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edilmesi amaçlandı. TRPM2 kanallarının aktivasyonundan sonra kanal aktivitesi ve 

akım değiĢkenliği belirli bir platoya ulaĢıncaya kadar beklenildi. Plato 

oluĢtuğundaise TRPM2 blokörü olarak bildirilen 0,1mM konsantrasyonundaki 2-

aminoethyl diphenylborinate (2-APB), H2O2‟nin gönderilmesine benzer Ģekilde 

çembere gönderildi (Nazıroğlu et al., 2011a). Daha sonra ise 2-APB gönderilmesine 

benzer Ģekilde 0,025 mM ACA ortama gönderildi.  Son olarak hücrelerimizin 

canlılığından emin olmak üzere NMDG
+
‟li hücre dığı eĢdeğer tampon çözelti 

çembere gönderilerek kayda devam edildi. Canlılığı devam eden hücrelere tekrar 

sırasıyla H2O2, 2-APB ve NMDG
+
 (Tablo 3) uygulamaları yapılarak kayıt 

sonlandırıldı. 

 

Kimyasal Konsantrasyon (mM) Ağırlık / Hacim (1 L saf suda) 

NaCl 140 8,474 mg 

MgCl2.6H2O 1,2 1 ml (1 M stoktan) 

CaCl2.2H2O 1,2 1 ml (1 M stoktan) 

KCl 5 0,373 mg 

HEPES 10 2,383 g 

D-Glucose.H2O 10 1,986 g 

pH KOH ile 7,4‟e ayarlanır 

Tablo 1.Hücre dıĢı eĢdeğer tampon solüsyon kimyasalları 
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Kimyasal Konsantrasyon (mM) Ağırlık / Hacim (1 L saf suda) 

L-Glutamic Acid 145 2,13 g 

NaCl 8 46,8 mg 

MgCl2.6H2O 2 40,7 mg 

CaCl2.2H2O 10
-3

 86,6 µl (1M stoktan) 

HEPES 10 238 mg 

EDTA 8 292 mg 

           pH CsOH ile 7,2‟ye ayarlanır. 

 Tablo 2. Hücre içi eĢdeğer tampon solüsyon kimyasalları 

 

Kimyasal Konsantrasyon (mM) Ağırlık / Hacim (1 L saf suda) 

NMDG
+
 150 29,28 g 

MgCl2.6H2O 1 1 ml (1M stoktan) 

CaCl2.2H2O 1 1 ml (1M stoktan) 

HEPES 10 2,383 g 

D-Glucose.H2O 10 1,986 g 

           pH HCl ile 7,35‟e ayarlanır 

Tablo 3.N-methyl D-Glucamine‟in (NMDG+) hücre dıĢı eĢdeğer solüsyon içerisinde hazırlanmasında 

kullanılan kimyasallar 

 



33 

 

 

  

Resim 2. A,B: Patch-clamp (Yama-menteĢe) seti genel ve yakından görünümleri (Ġnverted 

mikroskop, Motorize manipülatör ve kumandası, Isı kontrollü çember, TitreĢimi önleyici masa, 

Faraday kafesi ve perfüzyon sistemi) C: Mikropipetin Mikroskop altında görünümü 

  

A 

B 

C 
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Resim 3. Patch – Clamp pipetinin hazırlanıĢı ve mikroskop altındaki görünüĢü 
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Resim 4. Patch-clamp pipetinin AKG hücresi ile teması 
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Resim 5. Patch- Clamp Pipetinin çembere girdiğini gösteren yazılımdaki osiloskop 

görüntüsü.  

 

 

Resim 6. Patch- Clamp Pipetinin çembere girip hücreye temas ettiğine dair yazılımdaki 

osiloskop görüntüsü. 
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Resim 7.  Gigaseal oluĢumunun patch-clamp yazılımındaki osiloskop görüntüsü. 

 

3.2.5. Beyin Elde Edilmesi ve Homejanat Hazırlanması 

Beyin orta sagittal düzlükten bölündükten sonra korteks dıĢarıya çıkarıldı. 

Beynin çıkarılmasına müteakiben beyin korteksi diseke edildi. (91). Beyin korteksi 

soğuk Serum fizyolojik ile iki kez yıkandıktan sonra cam ĢiĢelere alındı ve 

etiketlenerek derin dondurucuda (-33°C) en fazla 10 saat olacak Ģekilde saklandı. 

Tartımdan sonra beynin yarısı buzun üzerine konarak makas yardımıyla küçük 

parçalara ayrılarak 1/5 oranında donma sıcaklığına yakın Tris-HCl (50 mM, pH 7,4) 

ile seyreltilip ultrasonik homojenizatör kullanarak homojenize edildi (2 dakika 5000 

d/d). Bütün iĢlemler buz altında yapılıp antioksidan analizlerinde kullanıldı.  
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3.2.6. Antioksidan Analizleri 

3.2.6.1. GSH ve GSH-Px Analizleri 

GSH düzeyleri Sedlak ve Lindsay‟in bildirdikleri yönteme göre 

spektrofotometre cihazı ile belirlendi (92).  GSH tayini için gerekli solüsyonlar; 

%10 triklorikasetik asit (TCA) solüsyonu 

 Tris tamponu (0,4 M pH:8,9): 48.46 gram tris-hydroxymethil-

aminomethan‟ın hidroklorik asit (HCl) ile pH 8.9 olacak Ģekilde 1 litrede çözülmesi 

ile hazırlandı. 

Deneyin yapılıĢı: 0,1 ml kan homejenatı 0,4 ml TCA solüsyonu ile 

karıĢtırıldı. 20 sn karıĢtırıcıda vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifüj edildi, 0.1 

ml süpernatant temiz bir tüp içine alındı. Üzerine 0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris 

tamponu ve 0,1 ml DTNB solüsyonu eklendi. OluĢan sarı renk distile suya karĢı 

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.  

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (93) tarafından bildirilen 

yönteme göre spektrofotometrede belirlendi. Oda ısısında 5 sn beklendi. Saf suya 

karĢı spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu. 
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Kimyasallar Kontrol Örnek 

Doku homejanatı 0,5 ml 0,5 ml 

Tris HCl tamponu eklendi 0,3 ml 0,3 ml 

CHPO ilave edildi - 0,1 ml 

GSH (her tüpe 5 sn aralıklarla 

konuldu) 

0,1 ml 0,1 ml 

Oda ısısında tam 10 dakika beklendi 

TCA (her tüp için 5 sn aralıklarla 

konuldu) 

1,0 ml 1,0 ml 

2500 rpm‟de 5 dakika santrifüj edildi 

Üstteki süpernatant temiz bir tüpe alındı 

Üzerine Tris Tampon eklendi 2,0 ml 2,0 ml 

DTNB eklendi 0,1 ml 0,1 ml 

Tablo 4. GSH-Px deneyinin analiz Ģeması ve kullanılan kimyasallar 

       

        3.2.6.2. Lipit Peroksidasyon (MDA) Analizi 

AKG ve beyin lipit peroksidasyon düzeylerinin belirlenmesi, Placer ve ark. 

(94) bildirdikleri yönteme göre tiyobarbitürik asit (TBARS) reaksiyonu ile son 

derece hassas bir spektrofotometrede (Schimadzu, UV–1800, Japonya) yapıldı.  

Deneyin yapılıĢı:  AKG ve beyin homejanatı 1/9 (2,25 ml) oranında TBARS 

solüsyonu ile sulandırıldı. Kör olarak ise 0,25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oranında 

TBARS karıĢımı kullanıldı. Örnekler ve kör, 20 dakika süresince 100 
◦
C‟ lik su 

banyosunda tutuldu. Daha sonra çeĢme suyu altında soğutuldu. 2500 devirde 5 

dakika santrifüj edildi. Üstteki pembe renkli sıvı otomatik pipetle hassas bir Ģekilde 

alınarak 1 cm ıĢık geçiĢine sahip küvette 532 nm dalga boyundaki 

spektrofotometrede köre karĢı okundu. Standart olarak ise yine aynı oranlarda 
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hazırlanmıĢ 1, 1, 3, 3 tetraethoxy propane solüsyonu kullanıldı. Değerler 

mikromol/gram protein olarak belirlendi.   

3.2.6.2. Beyin Β-Karoten  A Vitamini, C Vitamini ve E Vitamini 

Analizleri  

A vitamini (retinol) analizleri Suzuki and Katoh (95) tarafından tarif edilen 

metodun modifikasyonu ile yapılırken ve E vitamini (-tokoferol) analizleri Desai 

(96) tarafından belirtilen metodun modifikasyonu ile yapılmıĢtır.  Bu amaçla, 250 l 

civarında beyin homojenatı alınarak su banyosunda 2-3 dakika ısıtılmıĢtır. Daha 

sonra üzerlerine 0,3 ml doymuĢ (% 60) KOH ilavesi ile kırmızı renk oluĢmuĢtur. 

Daha sonra üzerine oksidasyon önlemek amacıyla etanolda hazırlanmıĢ 2 ml 

askorbik asit eklenip, 70°C‟de 30 dakika ısıtılarak sabunlaĢtırıldı. Örnekler buz 

üzerinde soğutulduktan sonra üzerlerine 2 ml su ve 1 ml n-hekzan eklenip fazların 

ayrılması için 10 dakika beklendi. A vitamini için, üstte oluĢan n-hekzan ekstratından 

0,5 ml‟lik bir kısmı alınarak spektrofotometrede 325 nm dalga boyunda absorbansı 

ölçüldü. Daha sonra reaktantlar eklenip 535 nm dalga boyuyla spektrofotometrede E 

vitamini değerleri saf hekzana karĢı okunmuĢtur. Standart olarak hekzanda çözülmüĢ 

retinol ve -tokoferol çözeltileri kullanılmıĢtır.  

Beyin homojenatındaki β-karoten düzeyleri daha önce açıklandığı 

yöntemdeki gibi yapıldı (95). Beyin örnekleri dondurucudan çıkartılarak erimesi 

sağlandı. 2 ml n-hekzan ve 0,25 gr beyin örneği karıĢtırıldı. Üstteki hekzan fazı temiz 

bir tüpe alınarak köre (saf hekzana) karĢı spektrofotometrede 453 nm dalga boyunda 

absorbansı ölçüldü.  

Beyin örneklerinde C vitamini (askorbik asit) analizi Jagota ve Dani (97) 

yöntemine göre gerçekleĢtirilmiĢtir. Numunelerin absorbansı 760 nm'de 

spektrofotometrik olarak ölçülmüĢtür. 
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3.3. Ġstatistiksel Analizler 

Tüm sonuçlar ortalama ± SD olarak ifade edilmiĢtir. Üç grubun önemi 

öncelikle ANOVA- Kruskal Wallis testi ile kontrol edilmiĢtir. Ardından, üç grupta 

önemli değerler çiftleĢmemiĢ Mann-Whitney U testi ile değerlendirildi. Veriler SPSS 

istatistik programı kullanılarak analiz edildi. 0,05‟den küçük P-değerleri anlamlı 

olarak kabul edildi (98). 
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4. BULGULAR 

4.1. Patch-Clamp Analiz Sonuçları 

4.1.1. Kontrol Kaydı Sonucu 

Ġlk kayıtta, kontrol grubundan alınan hücrelere uyarım yapmaksızın alınan 

patch-clamp kaydıdır ki, çalıĢmanın kontrol kaydını oluĢturmaktadır. 

ġekil 4A da da görüldüğü gibi hiçbir uyarı yapılmaksızın AKG hücresinden 

alınan kayıtlarda, akım oluĢmayıp, düz bir kayıt alınmıĢtır. Kontrol kayıtlarına ait 

olan akım yoğunluğu değerlerinin ortalaması 4,64 pA/pF (n=18) olarak 

hesaplanmıĢtır (ġekil 4A). 

 

 

ġekil 4A. H2O2 ile uyarım yapılmamıĢ sıçan AKG hücrelerinden patch-clamp yöntemiyle TRPM2 

kanallarından alınan tüm-hücre kaydı (W.C. tüm hücre). 

4.1.2 Kontrol Grubu Kaydı Sonucu 

ġekil 4B de gösterilen kontrol grubu kaydında sadece H2O2 ile uyarım 

sonucunda yaklaĢık 100-150. Saniyeler arasında negatif yönde akımın arttığı 

gözlemlenerek TRPM2 katyon kanallarının 0,63 nA seviyelerinde açıldığı 

gözlemlenmiĢ. Kanallar açıldıktan sonra biraz daha kanal açılmak suretiyle iyon 

geçiĢi olup olmayacağı 30 saniye kadar beklenilip, grafiğin düzleĢmesi (plato 

oluĢumu) gözlemlendikten sonra (300-400 saniyeler arası), kanalları inhibe etmek 
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için antranilik asit (ACA) verilmiĢtir. Daha patch çemberindeki ACA (0,025 mM) 

peristaltik pompa yardımı ile yıkanarak uzaklaĢtırıldıktan, tekrar H2O2 verilerek 

kanal tekrar açılmıĢtır. Bu ikinci açılıĢı inhibe etmek için diğer bir TRPM2 kanal 

blokeri olan sonra 2-aminoethyl diphenylborinate (2-APB) (0,04 mM) kimyasalı 

verildiğinde kanal akımlarının azalttığı gözlemlenmiĢtir. ACA, 2-APB ve H2O2 

uygulamaları tekrar edilerek ilave bir kayıt daha alınmıĢtır. ACA ve 2-APB kanaları 

%100 oranında kapatmadığı için, bu uygulamaların en sonunda kanalların tamamen 

kapatılması için hücre çembere Na
+
 yerine kullanılan ve kanalı fiziksel kapatıcı 

olarak bilinen n-metil d-glucamine katyonu (NMDG
+
)içeren hücre dıĢı çözelti 

verilmiĢtir. 

Akım önceki seviyelere yakın geldiğinde kapandığı varsayılmıĢ, sonrasında 

yukarıda anlatılan basamaklar tekrar uygulanıp birbirine paralel grafik elde edildiği 

gözlemlenmiĢtir. Buna bağlı olarak sabit voltaja göre akımın değiĢimi grafiği ġekil 

4B‟de I-V grafiği olarak da gösterilmiĢtir. Yani ġekil 4B ile I-V grafiği aynı kaydın 

farklı iki gösterimidir. H2O2 grubu kayıtlarına ait olan akım yoğunluğu değerlerinin 

ortalaması 80,58 pA/pF (n=8) olarak hesaplanmıĢtır (ġekil 5).  
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ġekil 4B. H2O2 ile uyarım yapılmıĢ diyabetik olmayan AKG nöronlarından patch-clamp yöntemiyle 

TRPM2 kanallarından alınan tüm-hücre kaydı. (W.C. tüm hücre). 
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ġekil 4B (I-V). Yukarıdaki (4B) aynı kaydın akım voltaj (I-V) değiĢikliğini gösteren grafik. Her iki 

grafik için, (1) H2O2 ile TRPM2 kanallarının açılıĢını, (2) NMDG+ ile kanalların kapanıĢının 

gösterimi. 

4.1.3. STZ Grubu Kaydı Sonucu 

STZ ile diyabet oluĢturulmuĢ grubun AKG hücreleri yine patch-clamp 

deneyleri sırasında H2O2 ile uyarımı neticesinde, TRPM2 katyon kanallarının, 

kontrol kayıtlarına (ġekil 4B) kıyasla çok daha fazla aktive olduğu gözlemlenmiĢ ve 

akım zaman grafiğinde de görüldüğü üzere biyopotansiyel akım değiĢiminin 1 nA 

seviyelerinde seyretttiği gözlenmiĢtir (ġekil 4C). STZ+H2O2 grubundaki bu 

açılmanın kapasitans değerlerinin 146,4 pA/pF olduğu gözlemlenmiĢtir ve bu değerin 

kontrol grubuna (80,58 pA/pF) kıyasla istatistiksel olarak önemli (p<0,001) düzeyde 

yüksek olduğu gözlemlenmiĢtir. Bunun sebebi olarak ise diyabetin neden olduğu 

oksidatif stresin hücre içi serbest radikallerin çoğalmasına bağlı olarak, TRPM2 

kanalının çok daha fazla açılmasına sebep olduğu görülmektedir. Kayıt alma 

esnasında akımın artık değiĢmediği yani bir platoya ulaĢtığı dakikada kapatıcılar 

olarak ACA (0,025) ve 2-APB (0,04 mM) verilmiĢ ve katyon kanallarını kısmen 

kapattığı gözlemlenmiĢtir. Tam kapatma ise NMDG
+
 li tampon ile sağlanmıĢtır. Yine 
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akım zaman grafiği ile birlikte aynı ölçümün akım voltaj grafiğide verilmiĢtir (ġekil 

4C I-V ). Bu I-V grafiğinde verilen 1 ve 2 numaralı hiperbol eğrileri ise sırasıyla 

H2O2 nun açtığı ve NMDG
+
 nın kapattığı seviyeleri göstermektedir ve akımın voltaja 

göre değiĢimini göstermektedir. STZ grubu kayıtlarına ait olan akım yoğunluğu 

değerlerinin ortalaması 80,58 pA/pF (n=8) olarak hesaplanmıĢtır (ġekil 5). 

STZ grubu kapasitans ortalama değerine (146,4 pA/pF) kıyasla, STZ+ACA+ 

H2O2 (62,56 pA/pF) ve STZ+2-APB+H2O2 (103,92 pA/pF) gruplarının kapasitans 

değerlerinin önemli düzeyde (p<0,001) azaldığı gözlemlendi. Fakat bu STZ+ACA+ 

H2O2 ve STZ+2-APB+H2O2 değerlerinin kontrol düzeylerine kadar azalmadığı 

gözlemlenmiĢtir. 

 STZ+ACA+H2O2 ile STZ+2-APB+ H2O2 grupları aralarında kıyaslandığında, 

kapasitans değerlerinin STZ+ACA+H2O2 grubunda, STZ+2-APB+H2O2 grubuna 

kıyasla daha az (p<0,001) olduğu gözlemlendi. Bu sonuçlara göre ACA kimyasalı 2-

APB ye göre TRPM2 kanal inhibisyonunda daha etki gözükmektedir.    
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ġekil 4C. STZ grubunun sonra H2O2 ile uyarım yapılarak AKG sinir hücrelerinde patch-clamp 

yöntemiyle TRPM2 kanallarından alınan tüm-hücre kaydı. (W.C. tüm hücre). 
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ġekil 4C (I-V). Yukarıdaki (4C) patch-clamp kaydının akım-voltaj I-V değiĢikliğini gösteren grafik. 

Her iki grafikte için, (1) H2O2 ile TRPM2 kanallarının açılıĢını, (2) NMDG+ ile kanalların kapanıĢının 

gösterimi (W.C. tüm hücre). 

4.1.4. NAC Grubu Kaydı Sonucu 

NAC grubundan (ġekil 4D) alınan kayıtlarda,  AKG nöronları patch-clamp 

tekniği yardımıyla yine H2O2 ile uyarım yapılmıĢ, uzun süre bekletilmesine rağmen, 

kontrol kaydına benzer Ģekilde akımda herhangi bir değiĢiklik olmamıĢtır. Bu durum 

NAC ın antioksidan özelliğinden kaynaklandığı düĢünülebilir. NAC grubu 

kayıtlarına ait olan akım yoğunluğu değerlerinin ortalaması 14,64 pA/pF (n=11) 

olarak hesaplanmıĢtır (ġekil 5). 
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ġekil 4D. NAC grubunun H2O2 ile uyarım yapılarak AKG hücrelerinden patch-clamp yöntemiyle 

TRPM2 kanallarından alınan tüm-hücre kaydı (W.C. tüm hücre). 

4.1.5. STZ+NAC Grubu Sonucu 

STZ+NAC grubunda AKG hücrelerinden alınan kayıtlarda patch-clamp 

tekniği yardımıyla 10 mM H2O2 ile uyarım yapılmıĢ ve katyon kanallarının 

açılmadığı gözlemlenmiĢtir (ġekil 4E). Buradan STZ ile diyabet yapılmıĢ sıçanlarda 

NAC‟ın serbest radikalleri azaltması yoluyla TRPM2 katyon kanalları açmayacak 

ölçüde koruyucu etkisi olduğu gözlemlenmektedir. STZ+NAC grubu kayıtlarına ait 

olan akım yoğunluğu değerlerinin ortalaması 17,35 pA/pF (n=4) olarak 

hesaplanmıĢtır (ġekil 5). 

STZ+NAC+H2O2 grubunun kapasitans ortalama değerinin (17,35 pA/pF ) 

hem STZ+H2O2 (p<0,001) hem de STZ+ACA+H2O2 (p<0,001) ile STZ+2-

APB+H2O2 (p<0,001) gruplarına kıyasla önemli düzeyde düĢük olduğu 

gözlemlendi. Bu sonuçların NAC‟ın diyabetin neden olduğu aĢırı ROT ürünlerini 

temizleyeci özelliği ile kanal inhibisyonuna neden olduğunu gösterdi.   
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ġekil 4E. STZ+NAC grubunda AKG hücreleri H2O2 ile uyarım yapılarak hücrelerden patch-clamp 

yöntemiyle TRPM2 kanallarından alınan tüm-hücre kaydı (W.C. tüm hücre). 

  



51 

 

 

 

ġ
ek

il
 5

. 
A

K
G

 h
ü

cr
el

er
in

d
e 

T
R

P
M

2
 k

an
al

 a
k

ım
la

rı
 ü

ze
ri

n
d

e 
N

A
C

, 
2

-A
P

B
, 

A
C

A
 v

e 
H

2
O

2
 i

n
 e

tk
is

i.
 A

K
G

 h
ü

cr
el

er
i 

iç
in

, 
h

er
 d

ö
rt

 g
ru

p
ta

 i
n

ce
le

n
en

 a
k

ım
 

y
o
ğ
u
n
lu

ğ
u
; 

H
2
O

2
 i

le
 a

çı
lm

ıĢ
 T

R
P

M
2

 k
at

y
o

n
 k

an
al

la
rı

n
ın

 m
ak

si
m

u
m

 a
k

ım
 d

eğ
er

le
ri

n
in

, 
m

ik
ro

p
ip

et
in

 h
ü

cr
ey

e 
te

m
as

 e
tm

ed
en

 h
em

en
 ö

n
ce

k
i 

d
ir

en
ci

n
e 

b
ö

lü
m

ü
y

le
 h

es
ap

la
n
m

ıĢ
tı

r.
 P

ar
an

te
z 

iç
in

d
ek

i 
sa

y
ıl

ar
 h

er
 b

ir
 g

ru
p

ta
n

 a
lı

n
an

 k
ay

ıt
 s

ay
ıs

ın
ı 

b
el

ir
tm

ek
te

d
ir

. 
Ġs

ta
ti

st
ik

se
l 

o
la

ra
k

 a
n

la
m

lı
 (

a p
<

0
,0

0
1

 k
o

n
tr

o
l 

v
e 

N
A

C
+

 H
2
O

2
 g

ru
p
la

rı
n
a 

g
ö
re

. 
b
p

<
0

,0
0
1

, 
H

2
O

2
 v

e 
S

T
Z

+
 H

2
O

2
 g

ru
p

la
rı

n
a 

g
ö

re
. 

c p
<

0
,0

0
1

, 
S

T
Z

+
N

A
C

+
 H

2
O

2
 v

e 
N

A
C

+
H

2
O

2
 g

ru
p

la
rı

n
a 

g
ö

re
, 

d
p
<

0
,0

0
1
, 
S

T
Z

+
2

-A
P

B
+

H
2
O

2
 g

ru
b

u
n

a 
g

ö
re

 v
e 

e p
<

0
,0

0
1

, 
H

2
O

2
 v

e 
S

T
Z

+
H

2
O

2
 g

ru
p

la
rı

n
a 

g
ö

re
, 

f p
<

0
.0

0
1

 v
er

su
s 

S
T

Z
+

A
C

A
+

 H
2
O

2
 g

ro
u

p
ak

ım
la

rı
n

 

u
y

ar
ım

 v
e 

in
h

ib
is

y
o
n

la
rı

, 
p

ar
an

te
zl

er
in

 ü
st

le
ri

n
d

e 
y

er
 a

la
n

 h
ar

fl
en

d
ir

m
el

er
le

 g
ö

st
er

il
m

iĢ
ti

r 
(O

rt
al

am
a 

±
 S

D
).

 



52 

 

 

4.2.  Lipit Peroksidasyon ve Antioksidan Vitamin Sonuçları 

Malondialdehyde (MDA) lipit peroksidasyon seviyesi oksidatif stresin bir 

belirteci olarak kullanılmaktadır (94). Bu çalıĢmada da lipit peroxidation  göstergesi 

olarak MDA analizleri yapıldı.  

AKG ve beyin lipit peroksidasyon sonuçları sırası ile ġekil 6 ve Tablo 5 de 

gösterilmiĢtir. AKG sinir hücrelerinde Kontrol, STZ, NAC, STZ+NAC grubu lipit 

peroksidasyon ortalama değerleri mol/gr protein olarak sırası ile 1,78, 2,23, 1,86 ve 

1,75 olarak bulunmuĢtur. Sonuçlar AKG (p ˂ 0,001) ve beyin (p ˂ 0,05) lipit 

peroksidasyon seviyelerinin kontrole göre STZ grubunda önemli oranda yüksek 

olduğunu göstermiĢtir. Dolayısıyla AKG ve beyin oksidadif stres seviyeleri diyabet 

indüklemesine bağlı olarak yükselmiĢtir. Bununla beraber, NAC uygulanması sıçan 

AKG ve Beyin lipit peroksidasyon seviyelerinin azalmasına neden olmuĢtur. NAC (p 

˂ 0,001)  ve STZ+NAC (p ˂ 0,05 ve p ˂ 0,001) grubunda AKG ve beyin lipit 

peroksidasyon düzeyleri STZ grubuna göre önemli olarak düĢük bulunmuĢtur.  
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ġekil 6. STZ ile oluĢturulan diyabet modelinde sıçan AKG nöronlarında lipit peroksidayson (LP)  

seviyeleri üzerine NAC‟ın etkileri  ap<0.001 Kontrol ve NAC grubuna, bp<0.001 STZ grubuna karĢı. 

(n=9 ve Ort. ± SD). 

4.3. AKG ve Beyin GSH-Px ve GSH Sonuçları 

NAC‟ın AKG ve beyindeki GSH-Px ve GSH seviyeleri ġekil 7, ġekil 8 ve 

Tablo 5‟de gösterilmiĢtir. GSH gibi tiyoller hücreleri ROT zararlarına karĢı 

korumada önemli rol oynamaktadırlar. GSH ve GSH-Px azalması da diyabette oluĢan 

oksidatif stres hakkında önemli ipuçları vermektedir. STZ grubunda AKG (p<0,001) 

ve beyindeki (p<0,05 and p<0.01) GSH-Px aktivitesi ve GSH düzeyi control grubuna 

göre önemli düzeyde düĢük gözlemlenmiĢtir.  
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ġekil 7. STZ ile oluĢturulan diyabet modelinde sıçan AKG nöronlarında indirgenmiĢ glutatyon (GSH)  

seviyeleri üzerine NAC‟ın etkileri ap<0.001 Kontrol ve NAC grubuna karĢı, bp<0.001 STZ grubuna 

karĢı (n=9 and Ort. ± SD). 

 

Tiyol içeren bir antioksidan olan NAC diyabet gibi değiĢik hastalıklarda GSH 

ve GSH-Px değerleri üzerine iyileĢtirici etkisi bulunmaktadır. (15, 99).  NAC 

uygulaması sonucundaki verilerimiz ise bu bilgiyle tutarlılık göstermektedir. AKG 

(p<0,001) ve beyin (p<0,05 ve p<0,001) dokularındaki GSH-Px aktivitesi ve GSH 

seviyesi NAC ve STZ+NAC gruplarında STZ grubuna göre önemli düzeyde 

yükseklik göstermektedir. Bu veriler ıĢığında NAC‟ın AKG ve beyinde oksidatif 

stresi azalttığını söyleyebiliriz. Yakın zamanda yapılan birçok çalıĢma sonucu 

göstermiĢtirki ki, NAC AKG ve beyinde oluĢan STZ kaynaklı oksidatif toksititenin 

azaltılmasında teröpatik etkili olabilmektedir (11, 100). Ġlk olarak, NAC STZ 

kaynaklı GSH-Px aktivitesinin azalmasını azaltmaktadır. Sinirsel oksidatif hasardan 

NAC kaynaklı AKG ve beyin sinirsel korumaya ek olarak, bu çalıĢma sadece STZ 

kaynaklı GSH-Px aktivitesi ve GSH seviyesinin azalmasının NAC tarafından 

düĢürülmesinin yanı sıra STZ kaynaklı lipit peroksidasyon seviyesi düĢüklüğünün 

zayıflatılmasını ortaya koymuĢtur.  (ġekil 6; ġekil 7; ġekil 8; Tablo 5) 
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ġekil 8. STZ ile oluĢturulan diyabet modelinde sıçan AKG nöronlarında GSH-Px enzim aktiviteleri 

üzerine NAC‟ın etkileri ap<0.001 Kontrol ve NAC gruplarına, bp<0.001 STZ grubuna karĢı.  (n=9 ve 

Ort. ± SD). 

4.4. Antioksidan Vitamin Sonuçları 

BaĢta beyin olmak üzere tüm sinir hücrelerinde yağ fazında en önemli antioksidan E 

vitaminidir. Yine lipit fazda antioksidan özellik göstererek baĢta tekli oksijen olmak 

üzere radikallerin inhibisyonunda rol oynayan,-karoten ve A vitaminidir. Hücrenin 

sıvı fazında (örneğin sitozolde) antioksidan özelliğe sahip olan ve E vitaminin 

radikallerden temizlenmesinde rol oynayan C vitaminidir. Bu nedenle, deneysel 

diyabette oluĢan oksidatif stresin önlenilmesinde antioksidan vitaminlerdeki 

değiĢiklikleri belirlemek amacıyla, dört grubun beyin-karoten A vitamini, C 

vitamini ve E vitaminin düzeyleri belirlendi. Beyin,-karoten, A vitamini, C 

vitamini ve E vitaminin konsantrasyonlarının ortalamaları Tablo 5‟de 4 grup halinde 

gösterilmiĢtir. Beyin C (p˂ 0,05) ve E vitamin konsantrasyonları STZ grubunda 

control grubuna nazaran önemli derecede düĢük bulunmuĢtur. C ve E vitamin 
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konsantrasyonlarındaki bu düĢüĢ NAC uygulanmasıyla nispeten artıĢ olarak 

gözükmektedir. 

 

Parametreler Kontrol STZ NAC STZ+NAC 

LP 

(µmol/gr protein) 
27,92 ± 3,20 32,78 ± 2,07b 27,78 ± 1,91e 29,91 ± 2,04c 

GSH 

(µmol/gr protein) 
14,50 ± 1,13 10,90 ± 0,56b 15,00 ± 0,77e 14,40 ± 0,90e 

GSH-Px 

(IU/gr protein) 
26,59 ± 2,12 22,27 ± 3,21a 26,26 ± 2,14c 25,10 ± 0,94a 

Vitamin A 

(µmol/gr beyin) 
2,35 ± 0,26 2,26 ± 0,20 2,33 ± 0,24 2,33 ± 0,20 

β-karoten 

(µmol/gr beyin) 
2,32 ± 0,31 2,21 ± 0,28 2,27 ± 0,36 2,26 ± 0,27 

C vitamini 

(µmol/gr beyin) 
88,00 ± 13,23 68,13 ± 16,93a 84,35 ± 14,45 83,27 ± 17,03 

E vitamini 

(µmol/gr beyin) 

 

11,47 ± 1,02 

 

10,03 ± 0,62b 

 

10,70 ± 0,76 

 

10,86 ± 0,85 

a

p<0,05 ve 
b

p<0.01 kontrole karĢı. 
c

p<0,05, 
d

p<0.01 ve 
e

p<0,001  STZ grubuna karĢı. 

Tablo 5. STZ ile oluĢturulan diyabet modelinde sıçan beyinlerindeki lipit peroksidasyon (LP), 

indirgenmiĢ glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve antioksidan vitamin 

konsantrasyonları üzerinde NAC‟ın etkileri (n=9 ve mean ± SD). 
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5. TARTIġMA 

TRP kanalları ilk olarak 1998 yılında Drosophila türü sirke sineklerinin göz 

hücrelerinde ıĢığa karĢı, kesik kesik bir gerilim oluĢturmasıyla karakterize iyon 

kanalı olarak bulunmuĢtur. (40). Günümüze kadar ise 7 alt ailenin varlığı 

ispatlanmıĢtır. Bu kanal ailelerinden biri olan TRPM alt ailesi TRPM2/TRPM8, 

TRPM1/TRPM3, TRPM4/TRPM5 ve TRPM6/TRPM7  olmak üzere 8 üyeden 

oluĢmaktadır (5). 

TRPM2 ağırlıklı olarak beyin ve nöronal hücrelerde yerleĢmiĢ olmasına 

rağmen, kemik iliği, dalak, kalp, lökosit, karaciğer ve akciğeri de kapsayan diğer 

birçok farklı dokuda olduğu tanımlanmıĢtır. (40). ADPR oksidatif stres ve onun 

ürünleri olan ROT‟dan ve bunun neticesi olan NAD
+
 dan 3 yolla üretilmektedir (4). 

TRPM2 kanalları 6 segmentten oluĢmaktadır ve katyon giriĢleri 5. ve 6. segmentler 

arasından gerçekleĢmektedir.(46). Ayrıca kanalın bir C (Nudix homoloji alanı) ve N 

uçları bulunmaktadır. Bu nudix homoloji alanında, ADPR pirofosfataz enzimi 

bulunur ve kanalın açılmasından bu enzimin aktivasyonu sorumludur. ADPR 

prifozfataz enzimi ADPR‟nin yanı sıra oksidatif stresle de aktive olabilmektedir. 

TRPM2 kanallarının ADPR tarafından aktive olabildikleri ilk defa Perraud ve 

arkadaĢları tarafından gösterilmiĢtir (55). Japonya‟dan Hara ve arkadaĢları Aachen 

Tıp Fakültesi Fizyoloji Enstitüsü‟nden Wehage ve arkadaĢları TRPM2 kanallarının 

oksidatif stresle aktive olabileceğini ispatlamıĢlardır. (46, 101). Daha sonraları 

yapılan çalıĢmalarda aktivasyon, doğrudan ve dolaylı yolları konusunda iki gruba 

ayrılmıĢlardır. Oksidatif stresin mitokondriden ADPR üretimini arttırmak kaydıyla 

TRPM2 kanallarını aktive edildiği ve hem oksidatif stresin hem de ADPR‟nin 

birbirinden bağımsız olarak kanalları aktive edebildiği ayrı ayrı ortaya konmuĢtur. 

(46, 52, 55, 59, 60, 101 ). 

NAC, yapısında sistein bulunan L-sistein isimli aminoasitten türemektedir 

(102). Modern tıpta yaygın olarak mukolitik olarak kullanılmasına rağmen, nörolojik 

hastalıkların tedavisindeki rolü kesin olarak yeni yeni ortaya konmaya baĢlanmıĢtır 

(35). NAC‟ın hücre koruyucu ve antioksidan özellikleri de vardır. Antioksidan 



58 

 

 

özelliğini, GSH seviyelerini düzenleyerek, doğrudan radikalleri temizleyerek, 

nötrofil aktivitesi ve TNF üretimini baskılayarak gerçekleĢtirmektedir (35, 39). 

NAC‟ın sentezinde GSH‟ın rolü ve NAC‟ın GSH dan daha kolay hücre içerisine 

geçiĢinin olduğu iyi bilinmektedir (103).  

Bu tez çalıĢmasında, kontrol grubuna kıyasla, STZ ile diyabet oluĢturulan 

grupta AKG hücrelerinin TRPM2 kanallarının daha fazla açıldığını gözlemledik.  

Ayrıca, AKG ve beyin örneklerinde STZ grubunun LP düzeylerinin kontrol grubuna 

kıyasla yüksek olduğu gözlemlendi. Bu nedenle de, araĢtırma sonuçlarına göre 

diyabet sonucu oluĢan oksidatif stres ürünlerinin, TRPM2 kanalının C ucundaki 

ADP-riboz pirofosfataz enzimi ile etkileĢerek kanalı daha fazla açtığı fikrini 

doğrulamıĢtır. Ayrıca tez çalıĢma sonuçlarının, TRPM2 kanallarını aktive ettiğini 

bildiren araĢtırma sonuçlarıyla  uyum göstermektedir (46, 59, 60, 101). 

GSH ve ürünleri (örneğin GSH-Px enzimi) eksikliğinde oksidatif stresi 

artırarak duyusal sinirlerde TRPM2 kanalları üzerinden Ca
+2

 akıĢını arttığı iyi 

bilinmektedir. Duyusal nöronların hastalıkları içerisinde sistin ile sistein dönüĢümleri 

arasındaki herhangi bir bozukluk GSH ın eksikliğine sebep olacağı bilinmektedir  (7, 

104, 105). Bu duruma benzer Ģekilde, GSH ın sentezlenmesinde, onun spesifik 

üretim destekleyicisi olarak bilinen NAC, sıçanlara verildiğinde GSH eksikliğini 

gidererek ve diğer antioksidan sistemleri destekleyerek TRPM2 kanal inhbisyonuna 

neden olduğu yakın zamanda yapılan çalıĢmalarda gözlenilmiĢtir (10, 11). Yapılan 

bu tez çalıĢmasında, STZ ile diyabet oluĢturulan sıçanların AKG hücrelerindeki 

TRPM2 katyon kanalları üzerinden Ca
+2

 giriĢinin fazlalaĢtığı gözlemlenmiĢtir. 

Bildiğimiz kadarıyla, NAC‟ın, STZ ile uyarılmıĢ AKG nöronlarında TRPM2 kanal 

akımlarının değiĢiklikleri ile ilgili herhangi bir çalıĢma yapılmamıĢtır. Bu çalıĢmada 

hem ACA ile 2-APB hem de NAC tarafından,  STZ ile uyarılmıĢ TRPM2 

kanallarından Ca
+2 

akıĢının engellendiği gözlemlenmiĢtir. Ayrıca, hem AKG hem de 

beyin örneklerinde STZ grubunda kontrole kıyasla GSH düzeyinin azaldığı 

gözlenirken, NAC verilen STZ grubunda ise GSH düzeylerinin ve GSH-Px enzim 

aktivitelerinin arttığı gözlemlenmiĢtir. Hem TRPM2 kanal sonuçları, hem de GSH 

sonuçları birlikte dikkate alındığında tiyol gruplarının Ca
+2

 iyonları geçiĢi ile ilgili 

etkisi olabileceği düĢünülmektedir. NAC ve 2-APB kullanımı hücre içinde GSH 
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düzeyini azaltarak TRPM2 kanalları üzerinden Ca
+2

 akıĢını azalttığı gözlemlenmiĢtir. 

Bundan dolayı, AKG ve duyusal nöron hastalıklarında sitozolik tiyol düzeylerinin bir 

TRPM2 kanal düzenleyicisi olarak rol oynadığı anlaĢılmaktadır. 

ACA, TRPM2 kanal blokürü olmasının yanı sıra fosfolipaz A2 (PLA) 

enzimini bloke etmektedir. Bu sayede hücre içerinde IP3 yolu ile Ca
+2

 salınıĢını 

azaltmaktadır. ACA ve ACA benzeri kimyasal yapıların pankreas beta hücreleri ile 

kalp-damar sistemi hücrelerinde araĢidonik asit ve ikincil habercileri bloke ettikleri 

gözlemlenmiĢtir. ACA ‟nın TRPM2 kanalının yanı sıra çeĢitli TRP kanallarını 

(örneğin TRPC6 ve TRPM8) da bloke ettiklerini bildirilmiĢtir (106). Bununla 

beraber sınırlı sayıda TRP kanalını bloke etmesi nedeni ile en spesifik TRPM2 kanal 

antagonistidir. In vitro ortamlarda en fazla tercih edilen TRPM2 kanal brokeridir (44, 

107). 2-APB, TRPM2 kanalları keĢfedilmeden önce, inositol trifosfat (InsP3) 

inhbisyonu ile Ca
+2

 giriĢini bloke ettiği bildirilmesine rağmen kesin etkisi belli 

değildi (108). Çünkü bir kısım araĢtırmacılar 2-APB nin hücre sitozolüne hücre içi 

organellerden ve dıĢından Ca
+2

 giriĢini plazma zarı Ca
+2

-ATPaz enzimini bloke 

ederek gerçekleĢtirdiğini öne sürmüĢlerdir. Dolaylı TRPM2 kanal blokeri etkisinin 

varlığı rapor edilmiĢtir (48, 109). TRPM2 kanalı bloke etmesine rağmen TRPV1 

kanalını açmaktadır. Bu tez çalıĢmasında, hem STZ+2-APB ve hem de STZ+ACA 

gruplarının kapasitans değerlerinin STZ grubuna göre önemli düzeyde düĢük olduğu 

ve bu iki kanal antagonistinin de iyi bir TRPM2 kanal blokeri oldukları gözlemlendi. 

Fakat, STZ+2-APB grubuna kıyasla, STZ+ACA grubunun kapasitans değerlerinin 

önemli düzeyde düĢük olduğunu gözlemledik. Bu sonucumuz da ACA‟nın 2-APB‟ye 

kıyasla daha iyi TRPM2 kanal inhibisyonu yaptığı literatür bildirimleri ile 

uyumludur (106, 110).   

Bu tezde, daha önceki çalıĢmalarda (111) pankreatik -hücrelerinde ortaya 

konulduğu gibi diyabetik AKG nöronlarında TRPM2 kanal iliĢkili ROT üretimi ve 

hücre içine Ca
+2

 akıĢının olduğu gözlemlendi.  (Uchida and Tominaga, 2014). 

Duyusal sinirlerde TRPM2 agonisti (H2O2)-aracılı hücre içine yine TRPM2 kanalları 

üzerinden Ca
+2

 akıĢı hücre içindeki ROT miktarını ve mitokondriyal geçirgenliği 

arttırmakta, mitokondriyal bozukluklara sebep olmaktadır (110, 112, 113). TRPM2 

kanallarının aktivasyonuyla hücre içi Ca
+2

 miktarının artması Ca
+2 

bağımlı 
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mitokondriyal oksijen tüketimine bağlı ROT üretimi NAC ve GSH gibi 

antioksidanlar tarafından azaltılmaz ise TRPM2 kanal ve Ca
+2 

giriĢi arttırmaktadır 

(114). Bu güne kadar diyabetik olmayan AKG nöronları, TRPM2 ve NAC arasındaki 

iliĢki ile ilgili çalıĢmalar olmasına rağmen (10, 11), diyabetik AKG nöronlarında 

TRPM2 kanalları etkileĢimi konusunda bir çalıĢma bulunmamaktadır. Bu teze benzer 

Ģekilde, kültüre edilmiĢ nöronlarda TRPM2 aktivasyonu ROT üretiminin NAC ve 

GSH tedavisiyle engellenmesi sebebiyle durdurulmasına rağmen, AKG ve 

hipokampal nöronlarda TRPM2 kanalları hücre içi glutatyon tükenmesi kaynaklı 

ROT üretimi sebebiyle aktive olur (11, 100, 115). 

GSH ve GSH-Px gibi tiyol grubu içeren antioksidanlar aĢırı ROT artıĢından 

hücreleri korumada önemli rol oynar (99). GSH-Px enzimi GSH oluĢumu sırasında 

lipit hidroperoksitleri H2O2‟yi ortadan kaldıran ve ko-faktör olarak selenyum ihtiva 

eden bir antioksidandır (44, 99). GSH bir elektron vericisi olarak hizmet vererek 

sisteine sitoplazmik proteinler içinde oluĢan disülfid bağlarını azaltır. GSH ayrıca bir 

antioksidan rolüne sahip ve ROT kaynaklı hücresel bileĢenlerin zarar görmesini 

engeller (104).  Doğrudan ROT temizleyici etkisine ek olarak, NAC tiol içeren 

antioksidan olarak hücre içi GSH‟ın tekrar üretimini sağlar. (11).   Bu tezdeki 

sonuçlar NAC uygulanan diyabetik nöropatik sıçanların AKG hücrelerinde ve 

beyinde sadece GSH ve GSH-Px artmıĢ olmasıyla LP seviyelerinin azalması 

tutarlılık göstermektedir. (ġekil 6, Tablo 5). Diyabete bağlı oksidatif 

toksisite  üzerine NAC‟ın ileri sürülen mekanizması GSH-Px ve aktivitesinin ve 

GSH redüktazın artması sonucunda hücre içi GSH seviyesinin artmasıyla gerçekleĢir 

(10, 11).  

Suda eriyebilen bir vitamin olan askorbik asit; süperoksit radikali, nitrat, 

sitokrom a ve c bileĢiklerinin indirgenmesinde rol oynayabildiği gibi, sulu 

ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona girebilme yeteneğine sahiptir. Oksidan 

ajanlara karĢı plazmada ilk antioksidan savunma hattını oluĢturur. Süperoksit 

radikali ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip, onları temizlemesinin yanısıra 

tokoferol radikalinin tekrar tokoferole dönüĢümünü sağlar. Kollajen sentezinde, 

tirozin yıkımında, epinefrin sentezinde ve pek çok hidroksilasyon reaksiyonunda 

görev alır. Ayrıca düĢük dansiteli lipoproteinin ve kolesterolün oksidasyonunu 
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önleyerek ateroskleroza karĢı korumaya katkıda bulunur (14). Plazma ve beyin C 

vitamini yetersizliğinde hücredeki GSH miktarı da azalır. Yapılan bu tez 

çalıĢmasında, AKG ve beyin GSH düzeylerinin azalmasına pararalel, beyin dokusu 

C vitamini düzeylerinin azaldığı gözlemlendi. Yine, NAC verilen gruplarda aynı 

örneklerde GSH düzeylerinin artıĢına paralel, C vitamini düzeylerinin de arttığı 

gözlemlendi. Bu tez çalıĢması içersindeki, GSH sonuçlarının C vitamini sonuçlarını 

desteklediği gözlemlendi.  

Saio ve arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmada (116), gruplara ayırdığı diyabetik 

sıçanları ayrı gruplarda halk arasında beĢparmakotu olarak bilinen Potentilla fulgens 

ekstraktı ve C vitamini uygulamasının diyabetik sıçanlarda GSH, GSH,-Px LP 

düzeylerinin C vitamini ve Potentilla fulgens ekstraktı uygulanmayan diyabetik 

sıçanlara göre düzenlediğini gözlemlemiĢtir. Yine Nazıroğlu ve arkadaĢlarının (117) 

yaptığı bir çalıĢmada yaĢlı diyabetik sıçanlara günlük C ve E vitamini 

uygulanmasının uygulanmayan gruplara göre beyin, kan, karaciğer ve testis 

dokularında oksidan hasarı azalttığını gözlemlenmiĢtir. Yukarıdaki çalıĢmaların 

sonuçları tez çalıĢmamızın sonuçlarını destekler niteliktedir. 

E vitamini ROT ile reaksiyona girip onu baskılayıp lipit peroksidasyonun 

yayılım döngüsü engelleyen hücre zarındaki baĢlıca yağda çözünen antioksidandır. 

Ayrıca C vitamini de nöronların sulu fazında ROT‟u detoksifiye eder (113). Okside 

E vitamini, C vitamini ve GSH tarafından sinerjik olarak tekrar üretilirler (7). A 

vitamini ve β-karotenin singlet oksijen radikal temizleyici olarak ve hücresel 

farklılaĢma rolleri de dahil olmak üzere çeĢitli iĢlevleri olduğu gösterilmiĢtir 

(7).   NAC, GSH-Px, C ve E vitaminleri gibi enzimatik ve enzimatik olmayan 

antioksidanlar oluĢturma kapasitesine sahiptir. (7, 99). AĢırı ROT üretimi enzimatik 

olmayan glikozilasyon ve aldoz redüktaz-poliol yolunun aktivasyonu yoluyla 

hiperglisemiye bağlı oksidatif beyin hasarında önemli bir role sahiptir (13). NAC 

uygulanması ile C ve E vitamin seviyeleri beyinde biraz artmıĢ olmasına rağmen 

STZ gruplarında azalmıĢtır. Yakın zamanda yapılan bir çalıĢmada benzer Ģekilde 

beyin E vitamin ve C vitamini düzeylerinin azaldığı gözlenilmiĢtir (91). Bir 

çalıĢmada STZ grubuna NAC uygulanmasının sonuçları, beyinde ROT ömrünü 

etkileyen sonuçlar ile desteklenmektedir (112). Beyin A vitamini ve karoten 
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konsantrasyonları 4 grupta da değiĢiklik göstermemiĢtir. Benzer Ģekilde A vitamini 

ve -karoten antioksidan sonuçları, C vitamini E vitamini GSH ve GSH-Px 

konsantrasyonları ile uyumluluk göstermektedir. Dolayısıyla tez çalıĢmasındaki 

antioksidan vitamin sonuçları GSH ve GSH-Px sonuçlarıyla uyumluluk göstermiĢtir. 

UlaĢ ve Çay‟ın (118) yılında yaptıkları çalıĢmada diyabetik ovarioktomize 

ratlara 17 beta-estradiol ve  E vitamini uygulamasının beyin korteksindeki lipit 

peroksidayson ve antioksidan düzeylerinin 17 beta-estradiol ve  E 

vitaminiuygulanmayanlara göre düzenlediği gözlemlenmiĢtir. Ayrıca bu sonuçlar ve 

Nazıroğlu ve arkadaĢlarının 2011 (117) yılında yaptığı çalıĢmada yaĢlı diyabetik 

sıçanlara günlük C ve E vitamini uygulanmasının uygulanmayan gruplara göre beyin, 

kan, karaciğer ve testis dokularında oksidan hasarı azalttığı yönündeki sonuçları tezin 

sonuçlarını destekler niteliktedir. 

Sonuç olarak, bu tezin bulguları benzer çalıĢmalarla karĢılaĢtırıldığında 

diyabet bağlantılı aĢırı ROT üretiminin AKG hücrelerinde TRPM2 aktivasyonu 

yoluyla diyabetik ağrıya neden olduğu söylenebilir. (10, 11), Ek olarak, diyabet 

bağlantılı AKG TRPM2 akımları ve beyin oksidatif toksisite üzerine NAC‟ın 

koruyucu etkisi vardır. Oksidatif stres ve aĢırı Ca
+2

 giriĢi aĢırı nöropatik ağrının ortak 

nedenleri olduğu iyi bilinmektedir. Diyabet kaynaklı beyin hasarı ve nöropatik 

ağrının nedeni olan beyin oksidatif toksisite ve AKG TRPM2 kanal aktivitelerinin 

NAC tedavisiyle azaltılabileceğini önermekteyiz.  
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ÖZET 

N-Asetil sistein (NAC) ortama sülfidril salan, Glutatyon‟un (GSH) 

yenilenmesine katkıda bulunmakla birlikte doğrudan serbest oksijen radikalleri ile 

reaksiyona girerek onları temizleyen bir antioksidandır.  Son zamanlarda, sıçan GSH 

seviyesi azalmıĢ dorsal kök gangliyon (DRG) üzerine NAC modülatör rolü 

araĢtırılmıĢtı. NAC diyabetik nöronlarda TRPM2 kanalının düzenlenmesi yoluyla 

oksidatif stres ve kalsiyum akını üzerinde koruyucu bir role sahip olabilir. Bu 

nedenle bu tez çalıĢmasında NAC‟ın STZ ile indüklenmiĢ diyabetik sıçanların AKG 

nöronlarının TRPM2 kanal akımları ve beyin oksidatif stres parametreleri üzerine 

etkileri araĢtırıldı. 

Otuz altı sıçan Kontrol, STZ, NAC ve STZ+NAC olarak dört gruba ayrıldı. 

Periton içi STZ (45 mg/kg) verilerek STZ ve STZ+NAC grupları diyabet yapıldı. 

Diyabet oluĢtuktan sonra NAC ve STZ+NAC grubundaki sıçanlara iki hafta boyunca 

gavaj yoluyla NAC (150mg/kg) verildi. Ġki hafta sonunda sıçanların AKG nöronları 

ve beyin korteksleri izole edildi. Patch-clamp tüm hücre konfigürasyonu ile yapılan 

deneylerde STZ ile diyabet oluĢturulan gruplarda AKG hücrelerindeki TRPM2 

katyon kanal akımları H2O2 ile açıldı. AKG hücrelerinde TRPM2 kanal akım 

yoğunlukları ve beyin lipit peroksidasyon düzeyleri STZ gurubunda Kontrol 

gurubuna göre daha yüksek bulunmakla beraber, Beyin GSH, C ve E vitamini 

düzeyleri ve GSH-Px aktivitesi ile AKG hücrelerinde GSH-Px aktivitesinin diyabette 

azaldığı gözlemlenmiĢtir. STZ+H2O2 ile oluĢturulmuĢ TRPM2 akımları NAC 

tarafından bütünüyle, N-(p-amylcinnamoyl) antranilik asit(ACA) and 2-aminoetil 

difenilborinat (2-APB) ile kısmen azalmıtır. GSH-Px, Lipit Peroksidasyon, C ve E 

vitamin düzeyleri NAC uygulanmasıyla artmıĢtır.  

 Sonuç olarak, diyabetik DRG ve beyinde oksidatif stres ve TRPM2 

kanalından Ca 
+2 

giriĢinde  NAC'ın düzenleyici rolü görülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Diyabetik Nöropatik Ağrı;N-asetil sistein;Oksidatif 

beyin hasarı;TRPM2 kanalı.  
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ABSTRACT 

N-acetylcysteine (NAC) is a sulfhydryl donor antioxidant that contributes to 

the regeneration of glutathione (GSH) and also scavengers via a direct reaction with 

free oxygen radicals. Recently, we observed a modulatory role of NAC on GSH-

depleted dorsal root ganglion (DRG) cells in rats. NAC may have a protective role on 

oxidative stress and calcium influx through regulation of the TRPM2 channel in 

diabetic neurons. Therefore, we investigated the effects of NAC on DRG TRPM2 

channel currents and brain oxidative stress in streptozotocin (STZ)-induced diabetic 

rats.  

Thirty-six rats divided into four groups: control, STZ, NAC and STZ+NAC. 

Diabetes was induced in the STZ and STZ+NAC groups by intraperitoneal STZ (65 

mg/kg) administration. After the induction of diabetes, rats in the NAC and 

STZ+NAC groups received intraperitoneal NAC (150 mg/kg). After 2 weeks, DRG 

neurons and the brain cortex were freshly isolated from rats. In whole-cell patch 

clamp experiments, TRPM2 currents in the DRG following diabetes induction with 

STZ were gated by H2O2. TRPM2 channel current densities in the DRG and lipid 

peroxidation levels in the DRG and brain were higher in the STZ groups than in 

controls; however, brain GSH, GSH peroxidase (GSH-Px), vitamin C and vitamin E 

Konsantrasyons and DRG GSH-Px activity were decreased by diabetes. STZ+H2O2-

induced TRPM2 gating was totally inhibited by NAC and partially inhibited by N-(p-

amylcinnamoyl) anthranilic acid (ACA) and 2-aminoethyl diphenylborinate (2-

APB). GSH-Px activity and lipid peroxidation levels were also attenuated by NAC 

treatment.  

In conclusion, we observed a modulatory role of NAC on oxidative stress and 

Ca
2+

 entry through the TRPM2 channel in the diabetic DRG and brain. Since 

excessive oxidative stress and overload Ca
2+

 entry are common features of 

neuropathic pain, our findings are relevant to the etiology and treatment of pain 

neuropathology in DRG neurons.  

Key words: Diabetic neuropathic pain; N-acetyl cysteine; Oxidative brain 

injury; TRPM2 channel. 
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