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1. GIRIS

Beyin ve periferal sinir sistemi ndronlar1 basta olmak {izere viicuttaki biitiin
canl1 yapilar oksidatif strese kars1 olduk¢a duyarhidirlar. Merkezi sinir sistemi viicuda
alman toplam oksijenin beste bir kadarlik kismini1 harcamaktadir. Boylesine yiiksek
oranda oksijen tiiketimi ve sinir sisteminin metabolizma hizinin yiiksekligi serbest
radikal tiretimini arttirabilmektedir (1). Sinir sisteminin diger organlara gore diisiik
miktarda vitamin ve antioksidan icermesiyle beraber, arasidonik asit ve
dokozahekzaenoik asitler gibi ¢oklu doymamis yag asitlerinden olusan fosfolipit
igeren zarlardan olusmasi (2), serbest oksijen radikallerine diisiik savunma olmasina
neden olmaktadir. Ciinkii bu yag asitleri zayif ¢ift baglarla birbirine tutunan hidrojen
iyonlar1 bulundurmaktadirlar. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ise bu iyonlar1 hedef
alarak zarar vermektedir (3). Bu baglamda, beyin ve arka kok gangliyon hiicrelerinde
bulunan fosfolipitlerin degisikliklerine neden olan oksidatif hasarin, nérolojik

hastaliklarda rol alabilecegi ortaya atilmistir (4,5).

N-asetil sistein  (NAC) glutatyon’un (GSH) yenilenmesine katkida
bulunmakla birlikte dogrudan serbest oksijen radikalleri ile reaksiyona girerek
ortama siilfidril salar (6). Bu serbest oksijen radikallerinin elektrofilik gruplari ile
etkilesimli serbest tiyol grubudur ve oksidatif stresle indiiklenen arka kok gangliyon
(AKG) noronlarindaki noronal dliimler de dahil olmak iizere bir¢ok hiicre tipinde
koruyucudur (7,8). NAC’n antioksidan etkisi serbest oksijen radikallerine kars1t GSH

sentezini uyararak hiicre ici GSH seviyesini optimum diizeyde tutmasiyla gerceklesir
(7).

“Transient receptor potential melastatin 2” (TRPM2) katyon kanallar
oksidatif stresle aktive olan, segici olmayan katyon kanallaridir. Bu kanallar; N ucu,
transmembran bolge ve C ucu olmak iizere {i¢ ana bolgeden olusmaktadir. C ucunda
bulunan Nudix Hidrolaz enzimleri kanalin agilmasi i¢in gerekli olan anahtar Kilit
vazifesini iistlenmektedir. Bu bolge adenozin di-fosfat (ADP) ve adenozin di-fosfat
Ribozu (ADPR) baglayabilen bir Nudix Hidrolaz tiiriidiir (9). Son zamanlarda beyin
ve diyabetik AKG gibi degisik noron tiplerinde NAC’1n oksidatif stres lizerinde

1



inhibitér rolii oldugu bildirilmistir. (10,11,12). Bu nedenle, ayni inhibit6r etkiler
TRPM2 kanallar1 ve diyabetik sicanlarin beyin ve AKG’lerindeki oksidatif stres

lizerinde de goriilebilir.

Diyabete bagli dokularda geri doniisiimsiiz hasarlar, hiicre 6limi ve buna
bagl olarak ortaya c¢ikan fonksiyonel kayiplara neden olur. Bu patolojik siire¢lerin
anlasilmasi, etkin tedavi stratejilerin gelistirilmesine yol agabileceginden onemlidir.
Diyabette dejeneratif siiregleri agiklamada kabul gdren bir patofizyolojik mekanizma
da oksidatif stres hasaridir. Bu mekanizmanin agiklayan bir bilesen TRPM2 katyon
kanallaridir. Bu kanallar, oksidatif stres iiriinleriyle aktif hale gelerek hiicre igine
Ca*? almaktadir. Hiicresel hasarda baslatan olayin hiicre i¢ine asir1 miktarda Ca*
girisi oldugu disiiniildiigiinde, hiicrede dogrudan hasar yapabilen oksidatif stresle

aktive olan TRPM2 kanallarinin potansiyel 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

Glinlimiizde diyabet diinya capinda yaygmligi ve iliskili bircok organ
bozukluklarina neden olmasiyla ciddi bir saglik sorunu haline gelmistir. Diyabette
artan oksidatif stres ile ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri bir¢ok organda
dejenerasyona sebep olmaktadir. TRPM2 katyon kanallar1 serbest oksijen
radikallerinin Uretiminin artmasiyla aktive olduklar1 iyi bilinmektedir. Diyabetik
olmayan sinir hiicrelerinde oksidatif stresle aktive edilen TRPM2 kanallariin
inhibisyonunda NAC’in rolii iyi bilinmesine ragmen (11,12), diyabetik sigan

noronlarinda TRPM2 kanallar1 konusunda heniiz bir bildirim mevcut degildir.

Noronlar ve beyin diyabet kaynakli, ¢coklu doymamis yag asitlerinin oto-
oksidasyonuyla devamli olarak ortaya ¢ikan ROT'lara maruz kalarak oksidatif
stresten etkilenebilir (13). Beyin diyabet kaynakli oksidatif strese artan zaafiyet
gosterir ¢linkii yliksek oranlarda oksijen tiiketir, bol miktarda ¢oklu doymamis yag
asitleri igerir ve enzimatik antioksidan savunma sistemince fakirdir. (14,15,16).
Diabetes mellitus, insiilin salgilanmasi ve kullanim bozuklugundan kaynaklanan
yaygin bir metabolik hastaliktir. Diyabette hiperglisemiye glukoziiri, polidipsi,
poliiiri ve eslik eder (16). ROT iiretimine hipoglisemik ve beyin ndron oksidatif
hasarla iliskili oldugunu ileri siiriilmiistiir ve bu ROT {iretimi enzimatik olmayan,

glikozilasyon ve aldoz rediiktaz-poliol yolagi aktivasyonu ile uyarilir (13). Diyabetik



noropati, Periferal olarak cok c¢esitli hasar ile ortaya cikabilir ve spontan agri,
hiperaljezi ve allodini ile karakterize olan ilk hasar gegtikten sonra bile uzun siirebilir
(17). Noropati diyabet kaynakli agirt Ca*? girisi sik goriilen bir komplikasyondur ve
stiresi ve hiperglisemi siiresi ve ¢esitliligi ile iligkilidir (15, 18). Diyabetik ndropati

AKG noronlari da dahil olmak iizere tiim periferik sinirleri etkiler.

Bu tezin amaci TRPM2 hasarlanma siireclerindeki roliiniin ve NAC’1n bu
olayda roliiniin arastirilmasidir. Tez temel olarak TRPM2 aktivitesinin uyarildigi ve
baskilandig1 stres durumlarinda cesitli dokularin hayatta kalma ya da O6lme
siireglerini aydinlatacaktir. Oksidatif stresle aktiflenen TRPM2 inhibisyonunda
NAC’mm bloke edici etkisi arastirilacaktir. Projenin sonuglari, TRPM2’in diyabete
bagiml hiicre dliimiiyle iliskilerini ortaya koyacak ve hiicre hasarlarini sinirlamaya
yonelik yeni stratejilerin  gelistirilmesine yardimci olacaktir. Beyin dokusu,
antioksidan bakimindan zayif, oksijen tiiketimi ve doymamis yag asitleri bakimindan
zengin olmasindan dolay1 serbest oksijen radikallerinin en Onemli hedeflerinden
birisidir. Diyabette polidori ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
oksidaz sistemleri aracalig1 ile serbest oksijen radikalleri asir1 olusmaktadir. NAC
antioksidan o6zelligi ile, beyindeki bu antioksidanlar1 diizenleyebilir. Bu tez
calismasinin diger bir amaci beyin ve arka kok gangliyon (AKG) sinir hiicreleri

antioksidan degerleri iizerinde NAC’1n koruyucu etkisinin arastirtlmasidir.

Bu projede, diyabetik sigan dokularinda oksidatif stresle aktive edilen
TRPM2 katyon kanallarinda NAC’1n koruyucu roliinii arastirarak diyabetin meydana

getirdigi olumsuzluklarin etiyolojine katkida bulunmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Oksidatif Stres

Serbest radikaller daima tek elektron transferleri iceren biyolojik redoks
tepkimelerinin sik goriinen iriinlerindendir. Bazi ilag tiirleri, ¢evre kirliligine yol
acan maddeler, agir metaller, sicaklik, ultraviyole 1sinlar1 veya goriiniir 151k ve diger
iyonize olabilen radyasyon ¢esitleri gibi bir¢ok dis faktorler bu serbest radikallerin
biyolojik sistemlerde {iretilmesine sebep olmaktadirlar (19,20). Kontrolsiiz bir
sekilde reaktif tiirlerin iiretimi, DNA’lari, lipitleri, proteinleri, karbonhidratlar1 veya
hiicresel hasar ve hastaliklarda ¢ikan zincir reaksiyonlarim1 igeren biyolojik
molekiiler mekanizmanin genis yelpazesinde, dnemli Ol¢lide geri doniistimli veya
doniisiimsiiz hasara sebep olmaktadirlar (21). Bu islemlerin ¢ogu, hedef molekiillerin
bircogunda yayilan tek bir baslatict radikal tiirleri ile zincir reaksiyonlari
yapmaktadir. Kanser de dahil olmak iizere fizyolojik ve patolojik hastaliklarin
cesitlerinde, hiicre hasarini igeren bu tiir reaksiyonlar ve bu reaksiyonlarin

aralarindaki iliskilere biiyiik ilgi duyulmaktadir (20).

Serbest radikallerin ROT ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olmak {izere iki ana
tirii mevcuttur. ROT ‘un {i¢ ana tiirii mevcuttur. Bunlar; Siiperoksit (02."), hidrojen
peroksit (H,O;) ve hidroksil radikali (OH") dir. Siiperoksit bir serbest radikal
olmasina ragmen, ¢okta zararl tiir degildir. Cogunlukla dogada indirgeyici madde
olarak bulunmasinin yani sira H;O, ve ge¢is metal iyonlarina kaynak teskil

etmektedir.

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla paylasiimamis
elektron tagiyan, bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte iiretilebilen oldukga aktif atom
veya molekiillerdir. Oldukga kararsiz olan bu molekiiller, ¢evrelerindeki molekiillerle
cabucak reaksiyona girme ve bu son yoriinge elektronlarim1 paylasma
egilimindedirler. Her kimyasal ve biyokimyasal tepkime her zaman atomlarin dis
orbitallerindeki elektronlar sayesinde gergeklesir. Dis orbitallerde paylasiimamis

elektron bulunmasi serbest radikallerin aktivitesini olaganiistii arttirir, dolayisiyla
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serbest radikaller kimyasal aktifligi yiiksek molekiillerdir (22,23). insan viicudunda
biitiin hiicrelere higbir zorlukla karsilasmadan giren ve en ¢ok kullanilma 6zelligine
sahip olan oksijen O, yapisi geregi radikal olmaya ¢ok uygun oldugu igin serbest
radikal denince aslinda serbest oksijen radikalleri, daha genel bir anlatimla ‘ROT’
ifade edilmektedir. ROT ve serbest radikaller organizmada normal sartlar altinda
siirekli olusmaktadir. Serbest radikaller pozitif yiklii, negatif yiiklii ya da notral
olabilirler ve biyolojik sistemlerde en sik elektron transferi ile olusurlar. Biyolojik

sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir (24).

O, ve nitrojen molekiilleri serbest radikal kaynaklaridir. O2’nin kismi
indirgenmesinden, ROT olan hidroksil (-OH) radikali ve 0, olusmaktadir. Ayrica
singlet oksijen (*O,) ve H,0; molekiilleri, radikal olmayan ROT olarak ifade
edilirler. Oksijen kaynakli olmayan diger serbest radikaller ise nitrik oksit (NO-),
peroksinitrit (ONOO_-) ve lipit peroksidasyon (LPO) sirasinda olusan peroksil
(ROO) radikalidir (24,25).

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

ilerleterek yayarlar (26,27).

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl
olarak olusurlar. Endojen kaynakli etmenler organizmada normal olarak meydana
gelen oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar ile olusur. Oksijen, nitrik oksit, aktive
notrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum,
peroksizom ve plazma zari, arasidonik asit metabolizmas1 baslica endojen
kaynaklardir. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda; diyet faktorleri, stres, ¢evresel
faktorler (hava kirliligi), ilaglar, ksenobiyotikler, zararli 1sinlar (X-1s1nlar,

ultraviyole 1sinlar v.b.) yer alir (21,23,28).

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, Oj’den olusan
radikallerdir (2) O,, iki elektronu eslesmemis bir sekilde elektron dagilimina sahiptir.
Bu yiizden bazen O, bir radikal olarak degerlendirilir (29). Bir radikal O,, radikal

olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde serbest radikallerle kolayca
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reaksiyona girer. Bir radikal O;‘nin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi
spininin ters yoniinde olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle tekli oksijen radikali
olusur. Tekli oksijen radikali, eslesmemis elektronu olmadig: i¢in radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Organizmada gecis metallerini (Fe™? ve Cu*? gibi
metaller) iceren enzimler vasitasiyla, molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi
ile oksidasyon reaksiyonlar1 meydana gelir. Molekiiler oksijen, radikal olusunun bir
sonucu olarak yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri olusturma egilimindedir. ROT
normal oksijen metabolizmasi sirasinda olusan Oz , H,O,, ve OH" dir. Reaktif
oksijen tiirlerinin olusum basamaklarinda Oncelikle tek elektron transferi ile
molekiiler oksijen, Oz ye doniisiir. O2¢ ‘ne iki elektron eklenmesi ile H,O; olusur.
H20,, univalan rediiksiyonu ile diger bir protonun eklenmesi sonucu suya ve OH’ne

doniistir. OHi de univalan rediiksiyon ile suya doniistir (30).

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif
denge saglandig1 silirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizindaki artis ya da ortadan kaldirilma hizinda ki bir diisis
dengenin bozulmasina neden olur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum
Ozetle, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki

ciddi dengesizligi gostermektedir (31).

Serbest radikaller, normal insan fizyolojisinde endojen kaynakli olarak
indirgenme-ytiikseltgenme (redoks) tepkimelerinde; mitokondriyal, endoplazmik ve
niiklear elektron iletim sistemlerinde (Sitokrom P—450), peroksizomlarda, monosit ve

nétrofillerin fagositozu gibi metabolik olaylar sirasinda bol miktarda iiretilir.

Malignite, diabetes mellitus (DM), ateroskleroz ve norodejeneratif hastalik
gibi bir¢ok patolojik olayla iliskili olan serbest radikallerin en zararl biyolojik etkisi;
hiicre membran1 yag asitlerine ve lipoproteinlere saldirmasi ve LPO olarak bilinen
bir reaksiyon zincirini baslatarak, zar proteinlerine hasar verip yapisal ve islevsel

bozukluklara neden olmasidir (32).



2.2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Viicudumuzda serbest radikaller ve antioksidan savunma mekanizmasi
normal sartlarda denge halindedir. Antioksidan savunma mekanizmasi ve serbest
radikaller arasindaki denge oksidanlar lehine bozuldugunda serbest radikaller; zar
lipitleri, protein, karbonhidrat ve DNA gibi biyomolekiiller ile etkileserek hiicrede
yapisal ve metabolik degisikliklere neden olmaktadir (33, 34).

2.2.4. N - Asetil Sistein (NAC)

Giliniimiizde mukolitik ve genel tedavi amaghh olarak akciger
rahatsizliklarinda {ist solunum yolu enfeksiyonlarinda kullanilan NAC yapisinda L-
sistein isimli aminoasitten tlireyen sistein grubu bulunmaktadir. Bronsiyal
sekresyonlarin atilimina ve solunumu kolaylastirarak akciger fonksiyonlarinin
diizenlenmesine yardimci olur. NAC’in mukolitik etkisinden bagka parasetamol
zehirlenmesinde tedavi edici bir ajan olarak da kullanilir. Asetilsistein, parasetamol
doz asimima bagli olarak olusan hepatotoksisite lizerine etkisini karaciger GSH

seviyesini koruyarak veya arttirarak gosterir.

Solunum sistemi rahatsizliklarinda kullanilan NAC’n nérolojik bozukluklara

olumlu ya da olumsuz etkisi heniiz ortaya konulamamistir (35).

1960 11 yillardan itibaren iv, inhalasyon ve oral yol ile NAC mukolitik bir ilag¢
olarak kullanilmaktadir. NAC, karbosistein ve erdostein gibi klasik mukolitikler
serbest siilthidril (tiyol) grubu igerirler. Yapisinda bulunan siilfidril grubu ile
mukustaki disiilfit baglarin1 kirarak, mukoproteinleri parcalar ve mukusun
viskozitesini azaltirlar. Zamanla bu ilacin hiicre i¢inde sistein miktarini arttirarak

glutatyon iiretimi yolu ile antioksidan 6zellik gosterdikleri kesfedilmistir (36).

NAC ve GSH’1n hiicre hasarini1 6nleyerek koruyucu etkisi 6zellikle akcigerde,
sigara dumani ve diger zararli maddelerin solunmasiyla ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikallerle birlikte enfeksiyonlar esnasinda nétrofillerin  olusturdugu serbest

radikalleri de baglayarak gerceklesir. Ayn1 zamanda, NAC, deneysel sepsis
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modelinde, hiicre i¢i genetik metaryel olan DNA nin oksidatif stresten dolay1 hasar
gormesiyle bir dizi reaksiyon sonucu olusan malondialdehid (MDA) diizeylerini

diistirmektedir (37).

NAC’iIn  antioksidan ve hiicre koruyucu Ozellikleri bulunmaktadir.
Antioksidan 0Ozelligini GSH seviyelerini diizenleyerek, dogrudan radikalleri
temizleyerek, notrofil aktivitesi ve TNF iiretimini baskilayarak gostermektedir.

(38,44).

NAC’1n da yapisinda bulunan tiyoller hiicrede her zaman bulunur ve aerobik
yasami devam ettirmede rol alirlar. Tek bir bilesenden olusmayan tiyoller sistin ve
sistein dongiisiinden baslayarak, GSH ve Okside Gultatyon (GSSG), E vitamini,
dihidrolipoik asit (DHLA) ve lipoik asit (LA) gibi bircok sinerjik redoks
tepkimelerinin olusumuna Onciiliikk ederek antioksidan mekanizmalarinin 6nemli bir

basamagini olusturan antioksidanlardir. (7).
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2.3. TRP Kanallarn

Transient Reseptor Potential (TRP) kanallari; nosiseptif duyusal sinir
sonlanmalarinda konumlanan ve rahatsiz edici potansiyeli olan termal, mekanik veya
kimyasal uyaranlarla aktive olan, segici olmayan 6zel bir katyon kanali ailesidir. TRP
kanallar1 ilk defa Drosophila tirii sirke sineklerinin goézlerinde bulunan
fotoreseptorler iizerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda 1989 yilinda 1518a karsi, gelip
gecici (kesik kesik) bir gerilim olusturmasiyla karakterize iyon kanali olarak varlig
gosterilmistir (40). TRP kanallar1 katyonlara karst segici olmamakla birlikte
kalsiyum iyonu (Ca*?)’a kars1 duyarlilig1 oldukea yiiksektir. TRP kanallari ya direkt
olarak plazma zarlarmdaki Ca*? giris kanallar gibi davranmakta ya da Ca™® giris
kanallarinin modiilasyonunu saglayacak olan zar potansiyelini degistiren sitozolik
serbest Ca*? kanallari iizerinde etkili olmaktadir. Diger birgok kanalda oldugu gibi
TRP kanallarinda da 4 por ve her porda 6 segment bulunmaktadir. Ca* iyon girigleri
5. ve 6. segmentler arasindan gergeklesmektedir (41). Ca*? ile birlikte az miktarda
Na* katyonu da girdiginden, TRP kalsiyum kanallar1 yerine TRP katyon kanallari

ismi kullanilmaktadir.

Yapisal benzesime gore TRP kanallar1 7 alt aileye ayrilmistir (Sekil 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. Yapisal olarak benzemelerine ragmen aktivasyon
ve inhibisyon mekanizmalar1 birbirinden oldukg¢a farklidir. Ornegin TRPV1 katyon
kanallar1 ¢evresel yliksek sicaklik (=43 °C), kapsaisin, oksidatif stress ve yangi yan
trtinleri gibi faktorlerle active olurken TRPMS8 ise 15°C’nin altindaki tehlikeli
sicakliklarda ve mentol ile aktive olmaktadir. TRPA1 ise tar¢cin yaginda bulunan
cinnamaldehit, japon turpu, sarimsak ve cevresel ara¢ egzost gazi gibi uyaranlarla
aktive olabilmektedir. TRP katyon kanallar1 viiciidun degisik dokularinda dagilim
gosterirler. TRPV1 ve TRPM2 kanallarinin expresyonu beyin ve sinir sistemi
dokularinda daha sik goriilitken TRPC1 kanallar1 ise kalp — damar sistemi
dokularinda daha ¢ok gozlenirler. Bundan dolayr TRP kanallar1 ¢evre etkenlere

duyarl farkli hiicresel polymodal baglanicilar1 bulunmaktadir. (42, 43,44,45).
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TRPA
(ankyrin)

TRPC

(canonical)

TRPML
(mucolipin)

TRPV

(vanilloid)

TRPP

(polycystein)

TRPM

(melastatin)

TRPN

(nocmp)

Sekil 2. TRP iist ailesinin yedi alt aileden olustugunu gosteren sematik sekil.

2.3.1. TRPM Katyon Kanallar:

TRPM alt ailesi 4 grup 8 iiyeden olusmaktadir Bunlar, TRPM2/TRPMS,
TRPM1/TRPM3, TRPM4/TRPM5 ve TRPM6/TRPMY dir (5).

TRPM2 ADPR pirofosfataz faaliyeti gosteren fonksiyonel NUDT9 homoloji
alan1 igerirken, TRPM6 hem de TRPM7 fonksiyonel karboksil (-COOH) terminal
serin/treonin kinaz icerir. Ca* *u gecirmeyenden (TRPM4 ve TRPMS), Ca™®u ¢ok
gecirene, (TRPM6/TRPM7) Ca*? gecirgenlikleri alt gruplara gore farkliliklar
gosterir. TRPM2 ADPR, H,0; ve sicaklikla aktif hale gelir. Hiicre sismesi gibi bazi
mekaniksel uyarimlarin TRPM3 kanallarin1 aktive ettigine dair raporlar olmasiyla
beraber, TRPM3 kanallar1 TRPM6 ve TRPM?7 kanallarina benzer sekilde hiicre igi
Mg*? seviyesi vasitasiyla diizenlenir. (40, 46, 47, 48). TRPM4 ve TRPMS5 isiya
duyarh Ca*? aktif kanallaridir (47). Yakin zamanlarda yapilan bir arastirmaya gore;
diisiik sicaklikla ve mentol ile aktive edilen TRPMS8 kanallarinin hem tekrar viicut
sicakligina doniildiigiinde ve hem de ACA uygulandiginda, énemli dl¢lide kanallarin
inaktive oldugu rapor edilmistir (49). Bu kadar genis arastirmalara ragmen TRPM1

kanal1 hari¢ tiim TRPM katyon kanallar1 bu giine kadar karakterize edilmemislerdir.
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2.3.1.1. TRPM2 Katyon Kanallar

2.3.1.1.1. Basit yapisi

TRPM kanallari, bilinen diger TRP kanallariyla biiyiilk oranda benzerlik
gostermektedir (9). Kanalin yapisinda 4 por vardir. Kanalin orta kisminda alt1 adet
transmembran agiklik oldugu bildirilmistir. Her porda iyonlar kanala bes ile altinci
segment arasindan giris yapmaktadir. Belirtilen kanal yapisi, temel olarak az oran da
sodyum iyonuna ve daha ziyade kalsiyuma iyonuna gegcirgendir (50). TRPM alt
ailelerine ait TRPM4, TRPMS5, TRPMS katyon kanallarinin agilma mekanizmasi,
klasik S4 gerilim sensdriine sahip olmamalar1 nedeniyle temel olarak benzedikleri
bazi voltaj bagimli kanallarin agilma mekanizmalarindan farklilik gosterir. (47, 51).
Yaklagik 700 amino asit kalintilarinin N-terminal bolgesinde bulunuyor olmasi
TRPM alt familyalarinin tiim tiyelerine ait benzersiz bir 6zelliktir. TRPM?2 kanallart;
C, N ucu ve bu ikisi arasinda bulunan transmembran bdlge olmak iizere toplam {i¢
ana bolgeden olugsmaktadir. TRPM2 kanallarinin en oOnemli 06zelligi kanalin
acilmasina olanak saglayan ve bu kanallaewrin acilmasi i¢in gerekli kilit yeri olan C
ucunda bulunan ve Nudix bolgesi olarak adlandirilan alanin bulunmasidir. TRPM?2
N-terminal kisminin, kanal birimlerinin ve/veya zar yapisina uygun montaji i¢in

gerekli oldugu da ileri siirtilmistiir (52).

2.3.1.1.2. C-terminal ucun NUDT9 homoloji alam

Onemli benzesimi ile (% 39 sekans kimligi ile (53) insan niikleozid difosfat
baglantili X-tipi motif 9 (NUDT9) ADPR pirofosfataz yapisini tastyan TRPM2 nin
C-terminal alana sahip olmasi onun 6nemli bir 6zelligidir (46, 52, 54). NUDT9
enzimi substrat olarak kullandigi ADPR ’un hiicre i¢i uygulanmast TRPM2 katyon
kanallarinin  agilmasina neden olmaktadir (60). Kristal yap1 analizleri ve
biyokimyasal ¢alismalar; katalitik bir aktivite iceren C-terminal alan1 ve baglayici

ADPR’u destekleyebilen N-terminal alanin igerisinde, insan NUDT9 enziminin
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fonksiyonel olarak ayrilabilece§ini ortaya koymustur (53). Bu etki alanlarinin
mimarisi de TRPM2 nin C-terminal NUDT9-homoloji (NUDT9-H) bélgesinde
bulunmaktadir. NUDT9 ve NUDT9-H arasindaki katalitik sitenin uzlasma dizininin
karsilastirilmasi, hem NUDT9’un enzimatik aktivitesi i¢in hem de TRPM2
kanallarinin agilmasi i¢in kritik 6nem tasiyan hassas amino asit degisikligini ortaya

koymaktadir (52,56).

2.3.1.2. TRPM2 Kanallarimn Aktivasyonunda Rol Oynayan Molekiiler
Mekanizmalar

TRPM2 katyon kanallarinin agilmasinda; Oksidatif stres, tiimdr nekroz
faktorii alfa, ADPR ve NAD" metabolizmasi olmak iizere 4 aktivatdr vardir (46).
TRPM?2 kanallarinin sicakliga duyarl olabilecegi TRPM?2 i¢in viicut 1s1s1 endojen bir

ko-faktor gibi davranmasi sebebi nedeniyle tahmin edilmektedir (57).

2.3.1.2.2. ADPR, NAD ve cADPR

ADPR iiretiminin gerceklesmesiyle hiicreye Ca*? girisi TRPM2 iizerinden
olur. ADPR mitokondriyal olusab,ilecegi gibi poly-ADPR’un alternatif aktivasyonu

sonucu olusabilir (58).

ADPR iiretimi G proteine bagl reseptorlere ligand kanal aktivasyonu ile
baglatilir. Reseptor aktivasyonu ayni zamanda intraselliller Ca+2 yogunlugunun
yiikselmesi inositol trifosfat (IP3) tarafindan hiicre ici organellerden Ca*? serbest
birakilmasini saglar. TRPM2 hiicreye dogru giiclenen TRPM2 aktivasyonuyla bir
pozitif feedback ile Ca*? girisi saglar. Alternatif kaynaklar ADPR i¢eren mitokondri
ve ¢ekirdektir. ADPR polimerlerinin stimiilasyon sonrast poli (ADPR) polimeraz—1
(PARP-1)’e ve sonrasinda poly (ADPR) glikohidrolaz (PARG) tarafindan ADPR’ye
hidroliz edilir. Bu olay hiicreyi apoptozise gidinceye kadar uyarabilir. Sitozolde Ca*?
artis1 mitokondride depolarizasyon ve porlarin agilmasi veya hiicre disindan sitozole

H202 ‘lerin gelisi daha fazla nitrik oksit sentaz (NOS) ve ROT firetilir. ADPR ve
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ROT, geri bildirim mekanizmasi ile TRPM2 kanallarinin agilmasi yolu ile sitozole

Ca*? akigini artirr (4).

Oksidatif stres ve onun iriinleri olan ROT Nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD) den 3 yolla ADPR iiretimine neden olmaktadir (5). TRPM2 kanallarinin
molekiiler yapisina bakildigi zaman kanalin diger cogu kanal gibi 6 segment’ten
meydana geldigi ve katyon girislerinin 5. ve 6. segment’ler arasindan gergeklestigi

gozlenmektedir. Ayrica kanalin bir C (Nudiks box) ve N uglar1 bulunmaktadir.

Patch-Clamp ile alinan tekli kanal kayitlarinda kanalin ikinci haberciler
olmadan da aktive olabilmektedir. Nudiks boks kisminda ADPR pirofosfataz enzimi
mevcut olup kanalin agilmasindan bu enzimin aktivasyonu sorumludur. Yani
anahtar1 kanalin igerisindedir. ADPR pirofosfataz enzimi ise hem ADPR hem de
oksidatif stresle aktive olabilmektedir. Bu oksidatif stres ve ADPR ile aktivasyon
konular1 kesinlenmis olmasina ragmen bunlarin birlikte mi yoksa ayr1 ayr1 mi1 kanali
aktive ettikleri giiniimiizde dahi tartisma konusudur. Bir kisim arastirmacilar (59)
kanallarin hem ADPR ve oksidatif stresle ayri ayri1 aktive olduklarimi rapor
etmelerine ragmen, diger bir kisim arastirmacilar (65) oksidatif stres iiriinlerinin
ADPR diizeyini artirdigi1 ve ADPR kanali actigini yani oksidatif stresin kanal

aktivasyonunda dolayl etkisinin oldugunu savunmuslardir.
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Sekil 3. TRPM2 kanallarmin, olusan oksidatif stresle ve bunun neticesi olan, NAD" dan ii¢ farkli yolla
olusan ADPR ile aktive olma mekanizmalarini gosteren sekil. Hiicrede lipit peroksidasyon sonucu
NAD" dan ii¢ farkli yolla ADPR iiretilir. 1. NAD" poli-ADPR polimeraz (PARP) aktivasyonu yoluyla
poli-ADPR olugur. Bu poli ADPR ise poli- ADPR glikohidrolaz (PARG) enzimi vasitasiyla ADPR
doniigiir. 2. NAD" CD38 reseptdriinde bulunan NADase enzimi yoluyla, 3. NAD" dan siklik ADPR
(cADPR)olusur ve cADPR hidrolaz enzim aktivasyonuyla da ADPR olusur. TRPM2 katyon
kanallarinin C ucunun Nudix alaninda (NUDT9) bulunan ADPR pirofosfataz enzimi yardimiyla,
ADPR, riboz-5 fosfat ve AMP ye parcalanip TRPM2 kanallarinin agilmasina sebep olur (43).
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2.4. Diyabet, Ca™ ve Noropatik Agr1

Diyabet (DM), 100 milyon insani etkileyen, giigten diisiiriicii kronik bir
rahatsizliktir (61). Diyabetin bu yikict komplikasyonlari {izerine uygulanan tedaviler
yetersizdir ki bu kismen hastaligin patofizyolojik mekanizmasinin i¢ yiiziini
kavrama eksikligine dayandirilabilir (62). Diyabetik periferal néropatinin en énemli
ozelliklerinden biri agrinin gelisimidir. Tipik olarak ekstremitileri kapsar ve
agrili/acili uyarilara (hyperalgesia: asir1 hassaslik, Hiperaljezi) ya da orta diizeyli
veya acisiz uyartilara asir1 tepki (allodynia: normal uyartinin agriya sebep olusu,
ailodini) seklinde olusur. Hiperaljezi (hyperalgesia) ve ailodini (allodynia) noropatik
agrinin hassas hiicresel mekanizmasi tam olarak anlasilmamistir. Fakat voltaj ve
kimyasal (norotransmitter) gecisli iyon kanallariin seklinin degistirilmesi/tadilat
yapilmasi kritik bir rol oynayabilir ki bu duyusal néronlarin uyarilabilirligini artirir.

(62, 63)

Beta hiicresine glikoz girisi pirlivat {reterek glikolizi saglar. Bu da
mitokondriye gonderilerek orada trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinii besler. TCA
dongiisii aktivasyonu NADH ve flavin adenin diniklotid hidrojen 2 araciligiyla
elektronlarin ara TCA dongiisiinden solunum zinciri reaksiyonlarima aktarimina
sebep olur ve sonra zincir reaksiyonlari mitokondride ROT iiretimini saglar.
Mitokondriyal elektron taginisi zinciri hiicrede ROT iiretiminin 6nemli bir yeridir.
Seker, yag asitleri ve aminoasit katabolizmasindan gelen elektronlar solunum zinciri
reaksiyonlariin elektron tasiyicilarinda toplanir. ROT olusumu molekiiler oksijenin
tek elektron azaltimi igerisinde normal mitokondriyal solunumun sonucu olarak
elektron tasimisina baglanmistir (64). Ek olarak mitokondri sadece pankreas
odaciklarinda ROT f{iretimine katki saglamaz. Aslinda beta hiicreleri, ikincil olarak
ROT iiretimini azaltarak tepkiyi olumsuz olarak modiile eden cAMP, NADPH
oksidazlar1 gibi fagositleri ifade ederler (65). Dahast NADPH oksidazlarinin
diyabetik obez faredeki T2D’de mitokondriyal diizensizlik baslangicina yol agan beta

hiicrelerindeki sinyal yolaklarini uyarmadan da sorumlu olduklari bildirilmistir (65).

Diyabette noral Ca* sinyali degisimleri distal simetrik duyusal-motor ¢oklu

noropati ve acinin gelisimine katki saglayabilir (66). Diyabet ¢oklu voltaj-kontrollii
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Ca*? akiminin meveut genisligini artirir ve Ca™ akisi (67) nitrik oksit (NO),
cGMP/protein kinaz G yollarim1 aktive eder ki bu yollarin kapanmasi indiiklenmis
acilar azaltir. Diyabetik siganlarda protein kinaz A (PKA), protein kinaz C (PKC) ve
NO ikinci mesajlagsma sistemi Hiperaljeziye (hyperalgesia) katkida bulunur. Halbuki
NMDA reseptorii aracili durumlarin alakali oldugu diisiiniilmemektedir (68). Ek
olarak sitozolik Ca*® i siirekli yiikselisi noral dejenerasyon (69) ve apoptozla (70)
ilgilidir. Bu yiizden oksidatif stresin azaltilmasi ve anormal Ca*? sinyalizasyonunun
lyilestirilmesi sensorimotor polindroterapide dnemli terdpatik hedefler olarak ortaya

cikmustir (71).

Bilimsel delillerin 6nemli bir kismi farkli tip hiicrelerdeki kalsiyum
degisikligine neden olan diyabetten elde edilmistir. Diyabetik beta hiicrelerindeki L
tipi Ca™ kanallarmin mevcut yogunlugunun arttigi aktarilmustir (72). Diyabet
hastaligt hem periferik hem de merkezi sinir sistemini etkileyebilmektedir.
Depolarizasyon normalde kiiciik dlcekte gecici Ca™ ‘a neden olmakta fakat AKG
noronlarinin STZ nedenli ve normal gelisimli diyabette esnasinda biiyiik 6l¢iide
depolarizasyon siireleri uzamaktadir (73) Yiksek esikli, voltaj-kontrollii kalsiyum
akimlar1 diyabetik sicanlardaki oldukga ¢6ziiniik, kapsaisin duyarlit AKG ndronlarini
diyabetik olmayan kontrol grubuyla kiyaslandiginda arttigi goriilmiistir (79).
Diyabete bagli néral Ca*® homeostazis degisimler diyabetin fare hipokampiisii, uzun
donemli depresyon ve potansiyalizasyonu {izerinde gozlemlenen etkilerini

aciklayabilir.

Umeda ve arkadaslar1 (75), AKG’nin tiim alt birimlerindeki gen ve protein
seviyelerini ve immunohistokimya ve ger¢ek zamanli polimerize zincir reaksiyonu
kullanilan STZ nedenli diyabetik farenin omuriligini inceledi. STZ nedenli diyabetik
Hiperaljeziye sicanlardaki AKG nodronlarindaki, ozellikle kiicik ve orta C-
liflerindeki voltaja duyarli P/Q tipi Ca*® kanallarindaki ekspresyonunun secilim
degisikliginin sebep olabilecegini buldular. P/Q tipi kanallarin gelistirilmis
ekspresyonunun anormal sekilde aciya neden olabilecek birincil iletken néronlarda

cok miktarda tastyicinin ortaya ¢ikmasiyla sonuglanacagi konusunda karar kildilar.
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Benzimidazolil islevli tetralin tiirevi olan mibefradil bir¢ok farmakolojik
Ozellikleriyle yeni bir Ca*? kanal tikayicisidir. Onceki arastirmalar gdstermistir ki
Mibefradil néropatik agrida periferik T tipi Ca*® kanallarinda agriy1 engelleyici bir
rol oynayabilir. Wen ve arkadaglarmin (76) aktardigina gore farelerin bel
omuriliklerinde voltaja duyarli T tipi Ca™ kanallar1 (Cav3.2 ve Cav 3.3) vardir ve

2 kanallarnda mRNA ekspresyonu artis

noropatik agr1 sartlarinda T tipi Ca’
gosterdigi  bildirilmigtir. Sonug¢ olarak AKG ndron operasyonunun kronik
kompresyonlarin1  izleyen noéropatik agrinin  gelisiminde 6nemli bir rol
oynayabilecegi bildirilmistir.

Li ve Chen (77) PKCb hiicreler arasi Ca*? tarafindan aktive edilen ve belki,

sirastyla, Ca*®

sinyallerini diizenleyen bir serine/treonin kinazdir. Noronlar gibi
uyartlmaya egimli hiicreler igerisindeki Ca' homeostazt siki bir sekilde
diizenlenmistir. Ciinkii hiicreler arasi Ca™® pek gok sinyal diziliminde 6nemli bir
parcadir ve ndrotransmitter ortaya c¢ikisi, hiicre yasami ve aksonal bliylime ve
siirdiirme gibi fizyolojik olgularla bagintilidir. Onun normal ¢alisma diizenindeki
dengesizlik norodejeneratif hastaliklarda kritik bir konudur. Benzer olarak AKG
néronlarindaki Ca™ homeostazis anormalligi diyabetik noropatinin erken bir
molekiiler belirleyicisi oldugunu gostermistir. Artirilmis voltaj-kontrollii Ca*
akimunin bozulmus/ hasar gérmiis 6nleyici G proteini fonksiyonu ve Ca** tampon
etkisiyle hiicreler arasi organellerin diizensizliginin -endoplazmik retikulum ve
mitokondri gibi- diyabetik noropatideki diizensiz kalsiyum sinyaline katki sagladigi

gorilmiistiir.

Diyabetik ndropati patogenezi poliol yolu ilerlemis glikasyon iiriinii, oksidatif
stres, PKC aktivasyonu sinir sistemi tizerindeki etki hipoksiye yol acar. Bu faktorler
dejenerasyon ve sinir fonksiyonu bozuklugunun gelismesine katkida bulunur. (63,
72, 78). Bunlarin arasinda PKC nin aktivitesi ozellikle B izoformu Oncii bir rol
oynayabilir. Onun patojenik mekanizmast temelinde PKCb selektif Onleyicisi
(inhibitorii) LY333531 su siralar klinik deneylerde inceleme altindadir. Tahara ve
arkadaslar1 (79) AKG noronlari tizerinde PKC segici inhibitér olan LY333531’in
hiicreler arasi Ca™ homeostaza muhtemel direkt etkisini arastirdi. Onlar PKCb
selektif inhibitorii LY "nin zarar gérmiis Ca*® homeostazim diyabetik farelerin kiigiik
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AKG noronlarindaki azalmig mitokondriyal Ca* tamponu vasitasiyla iyilestigini

gostermislerdir.

Drel ve arkadaslariin (80) ¢aligmasinda db/db farelerinin (Tip 2 diyabet) 2-
3 ay boyunca beslenmis olabilecegi goriilmektedir. STZ- diyabetik 8-14 haftalik
Wistar farelerindeki L4 L5 AKG den izole edilmis hem genis hem kiigiik AKG
noronlarindaki [Ca+2]i konsantrasyonu biiyiik olciide 2, 2.5 kat artis gostermistir;
[Ca™]i konsantrasyonundaki artis hastaligin ilerleyisiyle iliskilidir. Diger taraftan
omuriligin daha yiiksek seviyelerinde yer alan C3, C4 sinir diigiimlerinde bulunan

noronlardaki [Ca+2]i 8-14 haftalik deneysel diyabetten zarar géormemistir.

STZ sebepli diyabetik noropatideki orta biiyiikliikte AKG noronlarindaki T
tipi kanallar depolarizasyonu hem kisa hem de uzatilmis periyodlar: esnasindaki
aktivasyonlar1 i¢in ulagilabilir olmak maksadiyla kanallarin daha biiyiik
fonksiyonlarint miisaade ederek voltaj-kontrollii aktivasyonda goze carpan

degisimler gosterdigi bildirilmistir (62).

Voitenko ve arkadaslar1 tarafindan (67) STZ sebepli diyabetin ndronlar
iizerindeki etkilerini aragtirdi. Fura-2AM Ca™® isaret metodu araciligiyla omur
dilimlerinden keskin bir sekilde ayrilan omurilik arka boynuzu noéronlarindaki Ca*?
konsantrasyonlarini 6Slgtiiler. Ekip, plasmalemmalin voltaj gecisli Ca*? kanallarinin
farkl1 alt tiplere ko-ekspresyonunu tavsiye ederek, K*-sebepli Ca*? yiikselimine nikel
iyonlar, nifedipine ve Xx-conotoxin tarafindan bagka bir boyutta ket vuruldugunu
buldular. Calismalarinda Ca*? m islevinin Ni*? (50 pM) nin gegici dalgalarinim
durdurulmas: diyabetik noéronlar ve kontrol altindakilerle ayniydi. Diger tarafta
[Ca*?]; nin gecici dalgalariin nifedipine (50 pM) ve x-conotoxin (1 pM) tarafindan
engellenmesi normal hayvanlarla kiyaslandiginda diyabetik noéronlardakiler daha
biiyiiktii.

Endoplazmik retikuliim ¢oklu programlanmis hiicrelerin 6liim yollarinda
onemli bir rol oynar. Endoplazmik retikuliim temelli oksidatif stres tarafindan sebep
olunan programlanmis hiicre 6liimii (apopitoz) diyabetle de alakali olabilir (81, 82)
ve endoplazmik retikuliimdaki bozulmus Ca*? dan kaynaklanan yayilmis proteinlerin

toplanmasi sebep olabilir. Hem sarco-endoplazmik retikuliim atpase (SERCA)’nin
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gliclii ve spesifik inhibitorii olan Tapsigargin hem de SERCA’y1 asagi yonli
diizenleyen, i¢ kisimdan kaynaklanan (endojen) faktorler B hiicrelerindeki apoptaz ve

endoplazmik retikuliim sebepli oksidatif stresi uyarir (83, 84).

SERCA’nin ¢oklu izoformlarina ek olarak [ hiicrelerinin endoplazmik
retikuliimu icinde inositol trifosfat alicilari (IP3Rs) ve ryanodine alicilarim
barindiran sitozolik Ca*? salan kanallarinin pek ¢ok tiiriinii agiklar (85, 86). Oksidatif
stres kaynakli diyabetik durumunda bu alicilarin ekspresyonlar: pankreatik 3
hiicreleri (87) de dahil olmak tizere bir ¢ok hiicre seklinde modiile edildigi bilinir. Su
siralar aktarildigina gore rynadine alicilarinin 6nlenmesi MIN6 hiicrelerindeki ATP
nin ADP’ye oraninmi azaltti. Ki bu durum endoplazmik retikuliim oksidatif baskisini
muhtemelen aktive eder (88). Dahasi diger hiicreler iizerine olan ¢aligsmalar
gostermistir ki endoplazmik retikulim oksidatif strese bagli hasar, rynadine

alicilarinin ve IP3Rs nin inhibitorleri tarafindan tesir edilebilir (89).

2.5. Patch — Clamp Teknigi

18. Yiizyilda Luigi Galvani’nin yaptig1 bazi aragtirmalar onun kurbaga
bacaklarinin belirli bazi metallere temas etmesi sonucu refleks olarak hizla harekete
gecmesinin bu hayvandaki i¢ elektrik sonucunda ortaya ¢iktig1 sonucuna varmasina

yol agmustir.

20. Yiizyilin ortalarinda ise, Alan Lloyd ve Andrew Huxley uyarilabilir hiicre
zarlariin biyofiziksel 6zelliklerini agiklayan bir model olarak miirekkep baligi dev
aksonunda yaptig1 bir ¢alisma ortaya konulmustur (90). Daha sonralar1 hiicreye
temas edebilen, hiicrede meydana gelen akim degisimlerini ve voltaj desarjlarini
Olcebilecek pipetler gelistirmek ve liretmek miimkiin hale gelmistir. Hiicre i¢indeki
iyonlarin olusturdugu potansiyel fark (voltaj) ve akim kuvvetleri gelistirilen ve i¢inde

elektrot bulunan pipetler yardimiyla 6l¢iilebilir hale gelmistir.

Cap1 yaklasik olarak 1-5 pm arasinda olan bir mikropipet ucunun hiicre zari
arasinda “seal” olarak tabir edilen siki bir yapisma saglanmasinin ardindan pipet ucu

icerisinde kalan hiicre zar1 pargasinda bulunmasi muhtemel olan iyon kanal
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akimlarinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Pipete uygulanan negatif basing (emme)
sayesinde bu diren¢ 1-10 GQ’a ulagmaktadir. Olusan bu sik1 yama ‘gigaseal’ olarak

adlandirilmaktadir. Bu ise voltaj kenetleme olarak adlandirilir.

Voltaj kenetleme tekniginde, zar boyunca olusan elektrik akimi dl¢iilmesi igin
zar potansiyeli belirli bir degere kenetlenir. Patch-clamp (Patch-clamp) teknigi voltaj
kenetleme tekniginin gelistirilmis halidir. Bu yontem ilk defa Erwin Neher ve Berk
Saakman tarafindan asetil-kolin ile aktive edilebilen hiicrelerden aldiklari tekli kanal
kayitlart ile kullanima sokulmustur ve hiicre zari iizerinde bulunan belirli bir
bolgeden veya tek bir iyon kanalindan elektrik akim kaydi alabilmek miimkiin hale

gelmistir.

2.5.1. Patch-Clamp Setini Olusturan Temel Malzemeler

1. Titresimi Onleyici Masa: Patch-clamp yontemi, pipet ile hiicrenin temas
etmesine dayanan, ¢alisma esnasinda yiiksek hassasiyet gerektiren bir yontemdir.
Calisma esnasinda hiicre ve pipeti gormemizi saglayan mikroskop ve pipetin
hareketini saglayan mikromanipiilatér sistemi sarsintt Onleyici masa {izerine
sabitlenmis halde bulunmalidir. Olusabilecek en kiigiik sarsint1 bile hiicre ile pipet
arasinda kurulan temasin kopmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle darbe emici

Ozel sistemlerle donatilmis olmalidir. (Resim 1).

2. Faraday Kafesi: Iletken malzemeleri olusturan atomlarin en dis
yoriingelerindeki degerlik (valans) elektronlari, atomlarindan kolayca ayrilarak
hareket etme yetenegine sahiptirler. Dolayisiyla; kapali bir yiizeye sahip olan iletken
bir cisim, elektrik alani igerisine yerlestirildiginde bu elektronlar, iletkenin
icerisindeki elektrik alani sifirlanincaya kadar hareket eder ve bir ‘yeniden dagilim’a
ugramaktadirlar. Elektrik alanin sifirlanmasiyla birlikte, hareket etmelerinin
gerekcesi ortadan kalkmis olur. Faraday kafesi bu ilkeye gore calisir ve icindeki
nesneleri dis elektrik alanlara kars1 korur. Iletken teller ile ag bigiminde kaplanmis ve
topraklanmis her kafesle bu koruma gergeklestirilebilir. Ag gozii sikhigr ve

topraklama kalitesi korumay1 arttirir. Faraday kafesi sayesinde disaridaki elektrik
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alan kafesin igine etki edemez. Bdylece patch-clamp deneyleri esnasinda saglikli
kayitlar alinmasi saglanir. Kafesin islerligi i¢in iletkenlerin iyi topraklanmis olmasi

gerekmektedir. (Resim 1).

3. Inverted Mikroskop: Bu tip mikroskoplarda objektifler mikroskop
tablasinin altina yerlestirilmis durumdadir. Bu durum hem hiicrelerin goriintiilenmesi
hem de pipetin hareket kabiliyeti ve alaninin artirilmasi adina ¢ok 6nemli avantajlar

saglamaktadir. (Resim 1).

Tek bir hiicreden alinacak kayitlarda inverted mikroskop kullanilirken doku

kesit (slice) ¢caligsmlarinda iistten 151k veren mikroskoplar kullanilir.

4. Mikromanipiilator: Patch-clamp deneyleri esnasinda inverted mikroskop
ile hiicreler tespit edildikten sonra mikro pipetin ucunu hiicre zarma temas
ettirebilmek icin x-y-z ekseninde ii¢ boyutlu hareket -ettirilmesini saglayan

mikromanipiilatorler kullanilmaktadir (Resim 1).

5. Perfiizyon sistemi: Patch-clamp deneyleri esnasinda hiicrelerin
yerlestirildigi ve ¢ember adi verilen, ortama sivi alig-verisini saglayan sistemdir.
Deneyler esnasinda kullanilacak ¢ozeltilerin bulundugu hazneler ¢ember hizasindan
daha yiiksek bir seviyeye konuslandirilmistir. Bu hazneler ince hortumlar vasitasiyla
¢embere baglanmis durumdadir. Sivinin akis hizi, haznelerin hortumlara baglandig:
noktalara yerlestirilen musluklar sayesinde kolayca kontrol edilebilmektedir.
Cembere gonderilen sivi, yiiksek basing nedeniyle hiicrelere ve tagsma nedeniyle
objektiflere zarar verebilir. Bu nedenle gonderilen sivinin diger taraftan aym hizla
tahliye edilmesi gerekmektedir. Bu islemi sivinin iki yonlii hareket etmesini saglayan
peristaltik pompa ile gergeklestirmek miimkiindiir. Baz1 sistemlerde; sivinin ¢gembere
gonderilmesinde ve  tahliye edilmesinde sadece peristaltik  pompalar
kullanilabilmektedir (Resim 1).

Patch-clamp tekniginin; hiicre iizerinde (on-cell, cell-attached), tiim hiicre

(whole-cell), igi-disarda (inside-out) ve disi-disarida (outside-out) olmak tiizere 4
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farkli bigimde. Yapilacak ¢alisgmanin niteligine goére bunlardan biri ya da birkag1

secilebilir.

2.5.2. Hiicre Uzerinde (On-cell, Cell-attached)

Hiicre tiizerinde yontemi tam bir patch-clamp teknigidir ve en temel
uygulamasidir. Mikropipet yardimiyla hiicre zarina temas edilir ve pipete emme
uygulanarak bu konfigiirasyon elde edilir. Mikropipet igerisine hiicre dis1 esdegeri
tampon ¢oOzeltisi doldurulmalidir. Bu konfigiirasyonda hiicre dis1 esdegeri olarak
uygulanan hormon veya kimyasal maddelerin mikropipet ile yakalanan hiicre zari
parcasinda bulunan iyon kanal akimlar1 iizerine etkisinin Ol¢lilmesi miimkiindiir.
Kay1t esnasinda pipet halen hiicre ile temas ettiginden hiicre i¢i organellerin kanal

uzerine olan etkileri devam etmektedir.

2.5.3. Tiim Hiicre (Whole-cell)

Mikropipet ile hiicre iizerinde konfigilirasyonu olusturulduktan sonra pipete
hafif bir emme uygulanir. Sonunda; mikropipetin, hiicre zarini tuttugu bolgeden
plazma membranini yirtmasiyla olusturulur. Mikropipet igerisine, intraseliiler tampon
¢oOzeltisi doldurulmalidir. Bu konfigiirasyon ile hiicre dis1 hormonlarin plazma zari
lizerinde bulunan tiim kanal akimlar1 {izerine olan etkilerinin incelenmesi
mimkiindiir. Yani alinan kayit, bir hiicrenin tiim kanallariyla verdigi cevabin bir
gostergesidir.  Hiicre lizerinde konfigiirasyonunda oldugu gibi pipet hiicreden
tamamen ayrilmadigi i¢in kayit esnasinda hiicre i¢i organel ile kanal etkilesimi
devam etmektedir. Ozellikle, alyuvarlar gibi capt 5-20 pm arasinda olan kiigiik ¢apl

hiicrelerden kayit almak i¢in kullanilan en uygun patch-clamp konfiglirasyonudur.
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2.5.4. I¢i-Disarida (Inside-out)

Mikropipet ile hiicre lizerinde (cell-attached) konfigiirasyonu olusturulduktan
sonra pipete hafifce geriye dogru gekilirse pipetin ucunda hiicre zarina ait fakat
zardan bagimsiz bir yama kalir. Boylece hiicre zarmin hiicreler aras1 bosluga bakan
ylzii, mikropipetin icgerisinde bulunan siviya temas ederken intraseliiler ortama
bakan yiizi, banyo ortamima temas etmektedir. Bu nedenle, hiicre {izerinde
konfigiirasyonunda oldugu gibi, mikropipet icerisine hiicre dis1 esdegeri tampon
cozeltisi doldurulmalidir. Kalsiyum ve cAMP gibi intraseliiler ikincil habercilerin,
izole edilmis zar pargasinda bulunan kanallar {lizerine etkilerinin arastirilmasi igin
kullanilan bir yontemdir. Hiicre i¢i organeller olmaksizin iyon kanallarinin gesitli
kimyasallara kars1 verdigi cevaplarin anlasilmasi i¢in kullanilan 6énemli bir aragtirma

metodudur.

2.5.5. Disi-Disarida (Outside-out)

Mikropipet ile tiim hiicre (Whole-cell) konfigiirasyonu olusturulduktan sonra
mikropipet hafifce geriye dogru cekilirse pipetin ucunda, hiicre zarma ait fakat
zardan bagimsiz bir yama kalir. I¢i-disarida konfigiirasyonunda oldugu gibi hiicre i¢i
organellerden bagimsiz bir arastirma olanagi saglamaktadir. Boylece hiicre zarinin
hiicreler arasit bosluga bakan yiizii, banyo ortamimna temas ederken, intraseliiler
ortama bakan ylizii, mikropipetin icerisinde bulunan siviyla temas etmektedir. Bu
nedenle tiim hiicre konfigiirasyonunda oldugu gibi mikropipet igerisine, intraseliiler
tampon ¢ozeltisi doldurulmalidir. Hormonlarin ve bazi kimyasal maddelerin izole
edilmig zar pargasi icerisinde bulunan iyon kanal akimlar1 iizerine etkisinin

arastirilmasi i¢in kullanilan bir yontemdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullamilan Malzemeler ve Aletler

Borosilikat tiipler: Sutter Instruments (ABD)

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

Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

Faraday kafesi: SDU metal atlyesi (Tiirkiye)

Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Isvicre)

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

Manyetik karistirici: Niive (Tirkiye)

Mikromanuplator: Luigs and Neumann (Almanya)

Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya),

Peristaltik pompa: Ismatec (Isvigre)

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

Pipet yapici (Puller): Sutter Instruments (ABD)

Sarjli pipet: Hirschmann (Almanya)

Sarsint1 dnleyici sehpa: SDU metal atdlyesi (Tiirkiye)

Sogutmali santrifiij: Kubota (Japonya)

Ultrasonik Homojenizator: Sonopuls HD-2070 (Almanya)

Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

25



Yiikselte¢: HEKA, EPC-10 (Almanya)

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Asagida firma belirtilmeyen biitiin sarf malzemeleri Sigma-Aldrich ve Santa

Cruz firmalarindan (Istanbul) satin alinmustir.
Triklor asetik asit
2-Aminoethyl diphenylborinate (2-APB),
Kalsiyum klortir,
Cesium hidroksit monohidrat,
Cumene hydroperoxide (%80) (CHPO)
Dimethyl sulphoxide (DMSOQO) 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
H,0>
L-glutamic asit
N-asetil sistein
N-Hekzan

N-Metil D-Glucamine katyonu (NMDG")
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Potasyum kloriir

Potasyum kloriir

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

Tripsin-EDTA soliisyonu (% 0,25)

MDA

3.2. Yontem

3.2.1 Deney Hayvanlar

36 adet 180 - 200 gram agirliktaki wistar albino disi sigan Siilleyman Demirel
Universitesi (SDU) Deney Hayvanlar1 ve Tip Arastirmalar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezinden temin edilmistir. Sicanlara “ad libitum” olarak yem ve su verilmis,
hayvan refah1 kurallar1 ve SDU Laboratuvar Hayvanlari Bakim ve Kullanim
Kilavuzu’na riayet edilmistir. Calisma SDU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Baskanligi  (Protokol No: 2011-12-05) tarafindan onaylanmistir. Deneyler
streptozotosin (STZ) enjeksiyonundan ii¢ giin sonra baslamak iizere 2 hafta siire

boyunca gerceklestirilmistir.

3.2.2. Calisma Gruplar

Siganlar her grupta 9 tane (n=9) olacak sekilde 4 adet grupta toplanmustir.

Kontrol grubu: Bu grup hayvanlarda herhangi bir STZ enjeksiyonu
yapilmamistir ve 14 giin boyunca oral yolla 1 ml plasebo (saf su) disinda tedavi

uygulanmamustir.

Diyabet Grubu: Siganlarda diyabet tek doz periton i¢ci STZ (45 mg/kg)
intraperitoneal (IP) enjeksiyonuyla olusturulmustur. (Sigma, St. Louis, MO, USA)
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(91). STZ enjeksiyonundan 4-6 giin sonra kan glikoz degeri 6lgiildii. Sican kan
glikoz degeri enjeksiyon dncesi doneme gore en az 4 kat (>320 mg/dl) olmalidir. Bu

grup 14 giin boyunca gavaj yoluyla (saf su) almistir.

NAC Grubu: Siganlar 150 mg/kg/giin (12) hesabina gore giinliikk olarak
NAC’dan saf suda ¢oziiliip son konsantrasyonuna NAC (150 mg/kg) seyreltilmistir

ve 14 giin boyunca bu gruba gavaj yoluyla verilmistir.

Diyabet (STZ)+NAC grubu: Sigcanlara STZ uygulanmasinin 4-6 giin
ardindan NAC grubundaki gibi gavaj besleme yoluyla (150 mg/kg) uygulanmustir.

Daha o6nceki ¢alismalarda (44, 91) STZ uygulanmasini takip eden 4-6 giin
igerisinde diyabet olusumu gozlemlendigi rapor edilmistir. Bu nedenle, STZ
uygulandiktan 4-6 giinlerde glukometre ve test ¢ubuklar1 ve glukometre vasitasiyla
(eBsensor, Visgener Inc., Hsinchu City, Taiwan) kan glukoz degerleri Ol¢iilmiis,
diyabet gozlemlendikten sonra (STZ uygulandiktan 4-6 giin igerisinde) NAC ve
STZ+NAC gruplarina NAC uygulanmistir. Son NAC uygulanmasindan 12 saat sonra
biitiin siganlar sakrifiye edilmis, AKG ve beyin oOrnekleri alinmistir. Bu calisma

sirasinda STZ ve STZ+NAC gruplarinda 2’ser si¢an dlmiistir.

3.2.3. Sican Arka Kok Gangliyon (AKG) Hiicreleri izolasyonu

AKG hiicreleri 12-14 haftalik si¢anlarda, inhalasyon anestezisi igleminden
sonra dekapitasyon islemini takiben vakit kaybedilmeden sirt omurlari bir biitiin
halinde ¢ikarildi. Sirt omurlar1 kas dokusundan olabildigince ayrilarak silikonla kaplh
O0zel yerine hareket etmeyecek sekilde yerlestirildi. Hiicrelerin canliligini
kaybetmemesi i¢in bir miktar DMEM medyumu (% 89 Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, % 10 FBS, % 1 Penisilin-Streptomisin antibiyotigi) konuldu. Bu
islemlerden sonra omurlar median hatlarinin tizerinden olacak sekilde esit iki parcaya
ayrilmaya calisildi. Spinal kord ve iizerindeki zar stereo mikroskop altinda
yerlestirildigi alandan dig kisma alindi, bu sirada spinal kord ile sinir gruplarinin
baglantis1 koparilmamaya 6zen gosterildi. Her iki vertebra arasinda bulunan hiicre

yumaklar1 ince uglu pensler vasitasiyla yerlerinden alinarak igerisinde antibiyotikli
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medyum bulunan petri kaplarina konuldu. Biitlin hiicre yumaklar1 alindiktan sonra
igerisinde antibiyotikli medyum bulunan petri kutusu stereo mikroskop altina
alinarak hiicre yumaklarinin gangliyon uzantilar1 kesilerek ayrildi. Ve bir saat
stiresince inkiibatdrde (37 °C ve %5 CO,) kollejenazli soliisyon (% 2,5) igerisinde
bekletildi. Bir saat sonunda mekanik parcalama islemine gegilerek; sirast ile 1 ml
hacimli pipet uglar1 ile daha sonra 200 pL pipet uglar1 ile ve en sonunda da steril

insiilin ignelerinden gecirilerek mekanik pargalama islemi tamamlandi. Bu iglemlerin

ardindan hiicreler elektrofizyolojik kayitlar alinmak iizere patch ¢gemberine konuldu.

Resim 1. AKG hiicrelerinin stereo mikroskop altindaki goriintiisii
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3.2.4. Patch - Clamp Analizleri

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

islemi uygulanip elde edildi.

Kayit alman dort grup i¢in pipet icerisine normal hiicre i¢i esdegeri tampon
ile dolduruldu (Tablo 2). Pipet igerisinde hava kalmamasi i¢in pipet ucu kirtlmayacak
sekilde pipet sarsildi. Mikropipet kayit elektrodu mikropipetin igerisine gelecek
sekilde pipet tutucu takilip sabitlendi. Kiiltiir kabi igerisinde bulunan AKG hiicreleri
patch-clamp ¢emberi igerisinde bulunan hiicre dis1 esdegeri tampona eklendi (Tablo
1). Pipet tutucuda bulunan mikropipet ¢ember icine daldirildi. Bilgisayar yazilimi
tizerinden pipetin direncinin 2-8 MQ olup olmadig: bakildi. Bu degerler disinda ise
pipet degistirildi. Pipet uygun degerlerde ise pipet invert mikroskop altinda hiicre ile
temas ettirildi. Pipet mikromanipulator ile hiicre {izerinde gember yoniine (z ekseni)
bastirilarak hiicrenin ¢amberde tutunarak kaymasi engellendi. Hiicre temasi anlik
diren¢ degisiklikleri gozlenerek teyit edildi. Pipete hafifi bir vakum uygulanarak
pipetin ucundaki hiicre zar1 bdlgesinin hiicreden kopmadan pipet icine girmesi
sagland1 ve “gigaseal” (1-10 GQ) adi verilen pipetin hiicreye miihiirlenmesi olay1
beklendi. Bu olustuktan sonra hiicre zar potansiyeli yazilim yardimiyla -60mV’a
sabitlenip whole cell konfigiirasyon ayarlar1 segildi. Daha sonra bir kez daha vakum
yapilarak pipet i¢indeki miihiirlii hiizre zar1 kismimin pargalanip pipetle hiicre igin

ayni ortamda olmas1 saglandi.

Perfiizyon sistemi ile ¢gembere 10 mM H;0; ¢emberde bulunan hiicreler
tizerine gonderililirken ¢emberde bulunan tampon peristaltik pompa yardimiyla

uzaklastirildi. Cemberde bulunan 10 mM H;0, ile TRPM2 katyon kanallarinin aktive
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edilmesi amaglandi. TRPM?2 kanallarinin aktivasyonundan sonra kanal aktivitesi ve
akim degiskenligi belirli bir platoya ulasincaya kadar beklenildi. Plato
olustugundaise TRPM2 blokorii olarak bildirilen 0,1mM konsantrasyonundaki 2-
aminoethyl diphenylborinate (2-APB), H;O;’nin gonderilmesine benzer sekilde
cembere gonderildi (Naziroglu et al., 2011a). Daha sonra ise 2-APB gonderilmesine
benzer sekilde 0,025 mM ACA ortama gonderildi. Son olarak hiicrelerimizin
canliligindan emin olmak iizere NMDG™li hiicre dig1 esdeger tampon ¢ozelti
¢embere gonderilerek kayda devam edildi. Canliligt devam eden hiicrelere tekrar

sirastyla HyO,, 2-APB ve NMDG® (Tablo 3) uygulamalari yapilarak kayit

sonlandirildi.

Kimyasal Konsantrasyon (mM) | Agirhik / Hacim (1 L saf suda)
NaCl 140 8,474 mg

MgCl,.6H,0 1,2 1 ml (1 M stoktan)

CaCl,.2H,0 1,2 1 ml (1 M stoktan)

KCI 5 0,373 mg

HEPES 10 2,383 ¢

D-Glucose.H,O | 10 1,986 ¢

pH KOH ile 7,4’¢ ayarlanir

Tablo 1.Hiicre dis1 esdeger tampon soliisyon kimyasallari
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Kimyasal Konsantrasyon (mM) | Agirhk / Hacim (1 L saf suda)
L-Glutamic Acid | 145 2,13 ¢

NaCl 8 46,8 mg

MgCl,.6H,0 2 40,7 mg

CaCl,.2H,0 10° 86,6 ul (1M stoktan)

HEPES 10 238 mg

EDTA 8 292 mg

pH CsOH ile 7,2’ye ayarlanir.

Tablo 2. Hiicre i¢i esdeger tampon soliisyon kimyasallari

Kimyasal Konsantrasyon (mM) | Agirhk / Hacim (1 L saf suda)
NMDG" 150 29,28 g

MgCl,.6H,0 1 1 ml (1M stoktan)

CaCl,.2H,0 1 1 ml (1M stoktan)

HEPES 10 2,383 ¢

D-Glucose.H,O | 10 1,986 g

pH HCl ile 7,35’¢ ayarlanir

Tablo 3.N-methyl D-Glucamine’in (NMDG™) hiicre dis1 esdeger soliisyon igerisinde hazirlanmasinda
kullanilan kimyasallar
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Resim 2. A,B: Patch-clamp (Yama-mentese) seti genel ve yakindan goriiniimleri (inverted
mikroskop, Motorize manipiilatér ve kumandasi, Is1 kontrollii ¢ember, Titresimi Onleyici masa,

Faraday kafesi ve perfiizyon sistemi) C: Mikropipetin Mikroskop altinda goriintiimii
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Resim 3. Patch — Clamp pipetinin hazirlanigt ve mikroskop altindaki goriiniisii
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Resim 4. Patch-clamp pipetinin AKG hiicresi ile temasi
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Resim 5. Patch- Clamp Pipetinin ¢embere girdigini gosteren yazilimdaki osiloskop

goruntisul.
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Resim 6. Patch- Clamp Pipetinin ¢embere girip hiicreye temas ettigine dair yazilimdaki

osiloskop goriintiisii.
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Resim 7. Gigaseal olusumunun patch-clamp yazilimindaki osiloskop goriintiisil.

3.2.5. Beyin Elde Edilmesi ve Homejanat Hazirlanmasi
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Beyin orta sagittal diizliikten boliindiikten sonra korteks disariya cikarildi.

Beynin ¢ikarilmasina miiteakiben beyin korteksi diseke edildi. (91). Beyin korteksi

soguk Serum fizyolojik ile iki kez yikandiktan sonra cam siselere alindi ve

etiketlenerek derin dondurucuda (-33°C) en fazla 10 saat olacak sekilde saklandi.

Tarttimdan sonra beynin yarisi buzun {izerine konarak makas yardimiyla kiiciik

parcalara ayrilarak 1/5 oraninda donma sicakligina yakin Tris-HCI (50 mM, pH 7,4)

ile seyreltilip ultrasonik homojenizatdr kullanarak homojenize edildi (2 dakika 5000

d/d). Biitiin islemler buz altinda yapilip antioksidan analizlerinde kullanild.
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3.2.6. Antioksidan Analizleri

3.2.6.1. GSH ve GSH-Px Analizleri

GSH diizeyleri Sedlak ve Lindsay’in bildirdikleri yonteme gore
spektrofotometre cihazi ile belirlendi (92). GSH tayini i¢in gerekli soliisyonlar;

%10 triklorikasetik asit (TCA) soliisyonu

Tris tamponu (0,4 M pH:89): 48.46 gram tris-hydroxymethil-
aminomethan’in hidroklorik asit (HCI) ile pH 8.9 olacak sekilde 1 litrede ¢oziilmesi

ile hazirlandi.

Deneyin yapilisi: 0,1 ml kan homejenatt 0,4 ml TCA soliisyonu ile
karistirildi. 20 sn karistiricida vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifiij edildi, 0.1
ml siipernatant temiz bir tiip i¢ine alindi. Uzerine 0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris
tamponu ve 0,1 ml DTNB soliisyonu eklendi. Olusan sar1 renk distile suya karsi

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (93) tarafindan bildirilen
yonteme gore spektrofotometrede belirlendi. Oda 1sisinda 5 sn beklendi. Saf suya

kars1 spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.
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Kimyasallar Kontrol Ornek

Doku homejanati 0,5 mi 0,5ml

Tris HCI tamponu eklendi 0,3 mi 0,3ml

CHPO ilave edildi - 0,1 ml

GSH (her tiipe 5 sn araliklarla 0,1 ml 0,1 ml
konuldu)

Oda 1s1sinda tam 10 dakika beklendi

TCA (her tiip i¢in 5 sn araliklarla 1,0 ml 1,0 ml
konuldu)

2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi

Ustteki siipernatant temiz bir tiipe alindi

Uzerine Tris Tampon eklendi 2,0ml 20ml

DTNB eklendi 0,1 ml 0,1 ml

Tablo 4. GSH-Px deneyinin analiz semasi ve kullanilan kimyasallar

3.2.6.2. Lipit Peroksidasyon (MDA) Analizi

AKG ve beyin lipit peroksidasyon diizeylerinin belirlenmesi, Placer ve ark.
(94) bildirdikleri yonteme gore tiyobarbitiirik asit (TBARS) reaksiyonu ile son
derece hassas bir spektrofotometrede (Schimadzu, UV-1800, Japonya) yapildi.

Deneyin yapilisi: AKG ve beyin homejanati 1/9 (2,25 ml) oraninda TBARS
soliisyonu ile sulandirildi. Kor olarak ise 0,25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda
TBARS karisimi kullanildi. Ornekler ve kor, 20 dakika siiresince 100 ‘C’ lik su
banyosunda tutuldu. Daha sonra ¢esme suyu altinda sogutuldu. 2500 devirde 5
dakika santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli sivi otomatik pipetle hassas bir sekilde
almarak 1 cm 151k gecgisine sahip kiivette 532 nm dalga boyundaki

spektrofotometrede kore karst okundu. Standart olarak ise yine ayni oranlarda
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hazirlanmis 1, 1, 3, 3 tetracthoxy propane soliisyonu kullanildi. Degerler

mikromol/gram protein olarak belirlendi.

3.2.6.2. Beyin B-Karoten A Vitamini, C Vitamini ve E Vitamini
Analizleri

A vitamini (retinol) analizleri Suzuki and Katoh (95) tarafindan tarif edilen
metodun modifikasyonu ile yapilirken ve E vitamini (a-tokoferol) analizleri Desali
(96) tarafindan belirtilen metodun modifikasyonu ile yapilmistir. Bu amagla, 250 pl
civarinda beyin homojenati alinarak su banyosunda 2-3 dakika isitilmigtir. Daha
sonra iizerlerine 0,3 ml doymus (% 60) KOH ilavesi ile kirmizi renk olusmustur.
Daha sonra iizerine oksidasyon Onlemek amaciyla etanolda hazirlanmis 2 ml
askorbik asit eklenip, 70°C’de 30 dakika isitilarak sabunlastirildi. Ornekler buz
tizerinde sogutulduktan sonra {izerlerine 2 ml su ve 1 ml n-hekzan eklenip fazlarin
ayrilmasi i¢in 10 dakika beklendi. A vitamini i¢in, {istte olusan n-hekzan ekstratindan
0,5 mP’lik bir kism1 alinarak spektrofotometrede 325 nm dalga boyunda absorbansi
Olctildii. Daha sonra reaktantlar eklenip 535 nm dalga boyuyla spektrofotometrede E
vitamini degerleri saf hekzana kars1 okunmustur. Standart olarak hekzanda ¢6ziilmiis

retinol ve a-tokoferol ¢ozeltileri kullanilmistir.

Beyin homojenatindaki f-karoten diizeyleri daha once aciklandig
yontemdeki gibi yapildi (95). Beyin ornekleri dondurucudan ¢ikartilarak erimesi
saglandi. 2 ml n-hekzan ve 0,25 gr beyin 6rnegi karistirildi. Ustteki hekzan fazi temiz
bir tiipe alinarak kore (saf hekzana) kars1 spektrofotometrede 453 nm dalga boyunda

absorbansi ol¢iildii.

Beyin 6rneklerinde C vitamini (askorbik asit) analizi Jagota ve Dani (97)
yontemine gore gerceklestirilmistir. Numunelerin  absorbanst 760 nm'de

spektrofotometrik olarak ol¢tilmiistiir.
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3.3. istatistiksel Analizler

Tiim sonuglar ortalama + SD olarak ifade edilmistir. Ug grubun 6nemi
oncelikle ANOVA- Kruskal Wallis testi ile kontrol edilmistir. Ardindan, ii¢ grupta
onemli degerler ¢iftlesmemis Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Veriler SPSS
istatistik programi kullanilarak analiz edildi. 0,05’den kii¢iik P-degerleri anlamli
olarak kabul edildi (98).

41



4. BULGULAR

4.1. Patch-Clamp Analiz Sonuclari

4.1.1. Kontrol Kayd: Sonucu

Ilk kayitta, kontrol grubundan alman hiicrelere uyarim yapmaksizin alinan

patch-clamp kaydidir ki, ¢alismanin kontrol kaydini olusturmaktadir.

Sekil 4A da da goriildigii gibi hi¢bir uyart yapilmaksizin AKG hiicresinden
alman kayitlarda, akim olusmayip, diiz bir kayit alinmistir. Kontrol kayitlarina ait
olan akim yogunlugu degerlerinin ortalamas1 4,64 pA/pF (n=18) olarak
hesaplanmistir (Sekil 4A).

w.C.

— N M DG
— 0,0
gt =
£ 01
= e 200 400 600 800 1000 1200 1400
Zaman (s)

Sekil 4A. H,0, ile uyarim yapilmamis sigan AKG hiicrelerinden patch-clamp yontemiyle TRPM2

kanallarindan alinan tiim-hiicre kayd: (W.C. tiim hiicre).

4.1.2 Kontrol Grubu Kaydi Sonucu

Sekil 4B de gosterilen kontrol grubu kaydinda sadece H,O, ile uyarim
sonucunda yaklasik 100-150. Saniyeler arasinda negatif yonde akimin arttigi
gbzlemlenerek TRPM2 katyon kanallarinin 0,63 nA seviyelerinde acildig:
gbzlemlenmis. Kanallar agildiktan sonra biraz daha kanal agilmak suretiyle iyon
gecisi olup olmayacagi 30 saniye kadar beklenilip, grafigin diizlesmesi (plato

olusumu) goézlemlendikten sonra (300-400 saniyeler arasi), kanallar1 inhibe etmek
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icin antranilik asit (ACA) verilmistir. Daha patch ¢emberindeki ACA (0,025 mM)
peristaltik pompa yardimi ile yikanarak uzaklastirildiktan, tekrar H,O, verilerek
kanal tekrar agilmistir. Bu ikinci agilis1 inhibe etmek igin diger bir TRPM2 kanal
blokeri olan sonra 2-aminoethyl diphenylborinate (2-APB) (0,04 mM) kimyasali
verildiginde kanal akimlarinin azalttigi gozlemlenmistir. ACA, 2-APB ve H,0;
uygulamalar1 tekrar edilerek ilave bir kayit daha alinmistir. ACA ve 2-APB kanalari
%100 oraninda kapatmadig i¢in, bu uygulamalarin en sonunda kanallarin tamamen
kapatilmas1 i¢in hiicre ¢embere Na® yerine kullanilan ve kanali fiziksel kapatict
olarak bilinen n-metil d-glucamine katyonu (NMDG%)igeren hiicre dis1 ¢ozelti

verilmistir.

Akim oOnceki seviyelere yakin geldiginde kapandigi varsayilmig, sonrasinda
yukarida anlatilan basamaklar tekrar uygulanip birbirine paralel grafik elde edildigi
gbzlemlenmistir. Buna baglh olarak sabit voltaja gore akimin degisimi grafigi Sekil
4B’de |-V grafigi olarak da gosterilmistir. Yani Sekil 4B ile I-V grafigi aym kaydin
farkl1 iki gosterimidir. H,O; grubu kayitlarina ait olan akim yogunlugu degerlerinin
ortalamasi 80,58 pA/pF (n=8) olarak hesaplanmistir (Sekil 5).
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Sekil 4B. H,0; ile uyarim yapilmig diyabetik olmayan AKG néronlarmdan patch-clamp yontemiyle

TRPM2 kanallarindan alinan tiim-hiicre kaydi. (W.C. tiim hiicre).
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Sekil 4B (1-V). Yukaridaki (4B) ayni1 kaydin akim voltaj (I-V) degisikligini gosteren grafik. Her iki
grafik icin, (1) H,O; ile TRPM2 kanallarinin agilisini, (2) NMDG" ile kanallarin kapanisinin

gosterimi.

4.1.3. STZ Grubu Kaydi Sonucu

STZ ile diyabet olusturulmus grubun AKG hiicreleri yine patch-clamp
deneyleri sirasinda H,O, ile uyarimi neticesinde, TRPM2 katyon kanallarinin,
kontrol kayitlarina (Sekil 4B) kiyasla ¢ok daha fazla aktive oldugu gozlemlenmis ve
akim zaman grafiginde de goriildiigii lizere biyopotansiyel akim degisiminin 1 nA
seviyelerinde seyretttigi gozlenmistir (Sekil 4C). STZ+H,O, grubundaki bu
acilmanin kapasitans degerlerinin 146,4 pA/pF oldugu gézlemlenmistir ve bu degerin
kontrol grubuna (80,58 pA/pF) kiyasla istatistiksel olarak 6nemli (p<0,001) diizeyde
yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Bunun sebebi olarak ise diyabetin neden oldugu
oksidatif stresin hiicre i¢i serbest radikallerin ¢ogalmasina bagli olarak, TRPM2
kanalinin ¢ok daha fazla agilmasina sebep oldugu goriilmektedir. Kayit alma
esnasinda akimin artik degismedigi yani bir platoya ulastigi dakikada kapaticilar
olarak ACA (0,025) ve 2-APB (0,04 mM) verilmis ve katyon kanallarin1 kismen

kapattig1 gdzlemlenmistir. Tam kapatma ise NMDG" li tampon ile saglanmistir. Yine
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akim zaman grafigi ile birlikte ayn1 6l¢limiin akim voltaj grafigide verilmistir (Sekil
4C I-V ). Bu I-V grafiginde verilen 1 ve 2 numarali hiperbol egrileri ise sirasiyla
H,0, nun ac¢tig1 ve NMDG" nin kapattig1 seviyeleri gostermektedir ve akimin voltaja
gore degisimini gostermektedir. STZ grubu kayitlarina ait olan akim yogunlugu

degerlerinin ortalamasi1 80,58 pA/pF (n=8) olarak hesaplanmistir (Sekil 5).

STZ grubu kapasitans ortalama degerine (146,4 pA/pF) kiyasla, STZ+ACA+
H.0, (62,56 pA/pF) ve STZ+2-APB+H,0; (103,92 pA/pF) gruplarimin kapasitans
degerlerinin 6nemli diizeyde (p<0,001) azaldig1 gézlemlendi. Fakat bu STZ+ACA+
H,O, ve STZ+2-APB+H,0; degerlerinin kontrol diizeylerine kadar azalmadigi

gozlemlenmistir.

STZ+ACA+H,0; ile STZ+2-APB+ H,0; gruplari aralarinda kiyaslandiginda,
kapasitans degerlerinin STZ+ACA+H;0, grubunda, STZ+2-APB+H,0, grubuna
kiyasla daha az (p<0,001) oldugu gozlemlendi. Bu sonuclara gére ACA kimyasal1 2-
APB ye gore TRPM2 kanal inhibisyonunda daha etki géziikmektedir.
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Sekil 4C. STZ grubunun sonra H,0, ile uyarim yapilarak AKG sinir hiicrelerinde patch-clamp
yontemiyle TRPM2 kanallarindan alman tiim-hiicre kaydi. (W.C. tiim hiicre).
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Sekil 4C (1-V). Yukaridaki (4C) patch-clamp kaydinin akim-voltaj I-V degisikligini gosteren grafik.
Her iki grafikte i¢in, (1) H,O, ile TRPM2 kanallarimin agilisini, (2) NMDG" ile kanallarin kapanisinin

gosterimi (W.C. tiim hiicre).

4.1.4. NAC Grubu Kayd: Sonucu

NAC grubundan (Sekil 4D) alinan kayitlarda, AKG ndronlari patch-clamp
teknigi yardimiyla yine H,O; ile uyarim yapilmis, uzun siire bekletilmesine ragmen,
kontrol kaydina benzer sekilde akimda herhangi bir degisiklik olmamistir. Bu durum
NAC 1n antioksidan o6zelliginden kaynaklandigi diisiiniilebilir. NAC grubu
kayitlarina ait olan akim yogunlugu degerlerinin ortalamasi 14,64 pA/pF (n=11)
olarak hesaplanmustir (Sekil 5).
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Sekil 4D. NAC grubunun H,0, ile uyarim yapilarak AKG hiicrelerinden patch-clamp yontemiyle
TRPM2 kanallarindan alinan tiim-hiicre kayd: (W.C. tiim hiicre).

4.15. STZ+NAC Grubu Sonucu

STZ+NAC grubunda AKG hiicrelerinden alinan kayitlarda patch-clamp
teknigi yardimiyla 10 mM H»O; ile uyarim yapilmis ve katyon kanallarinin
acilmadig1 gozlemlenmistir (Sekil 4E). Buradan STZ ile diyabet yapilmis si¢anlarda
NAC’m serbest radikalleri azaltmasi yoluyla TRPM2 katyon kanallar1 agmayacak
Olciide koruyucu etkisi oldugu gézlemlenmektedir. STZ+NAC grubu kayitlarina ait
olan akim yogunlugu degerlerinin ortalamasi 17,35 pA/pF (n=4) olarak
hesaplanmistir (Sekil 5).

STZ+NAC+H;0; grubunun kapasitans ortalama degerinin (17,35 pA/pF )
hem STZ+H;0, (p<0,001) hem de STZ+ACA+H,0O, (p<0,001) ile STZ+2-
APB+H202 (p<0,001) gruplarima kiyasla Onemli diizeyde diisiik oldugu
gozlemlendi. Bu sonuglarin NAC’1n diyabetin neden oldugu asir1 ROT {iriinlerini

temizleyeci 6zelligi ile kanal inhibisyonuna neden oldugunu gosterdi.
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Sekil 4E. STZ+NAC grubunda AKG hiicreleri H,O; ile uyarim yapilarak hiicrelerden patch-clamp

yontemiyle TRPM2 kanallarindan alinan tim-hiicre kaydi (W.C. tiim hiicre).
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4.2. Lipit Peroksidasyon ve Antioksidan Vitamin Sonuclari

Malondialdehyde (MDA) lipit peroksidasyon seviyesi oksidatif stresin bir
belirteci olarak kullanilmaktadir (94). Bu ¢alismada da lipit peroxidation gostergesi
olarak MDA analizleri yapildu.

AKG ve beyin lipit peroksidasyon sonuglari sirasi ile Sekil 6 ve Tablo 5 de
gosterilmistir. AKG sinir hiicrelerinde Kontrol, STZ, NAC, STZ+NAC grubu lipit
peroksidasyon ortalama degerleri pmol/gr protein olarak sirasi ile 1,78, 2,23, 1,86 ve
1,75 olarak bulunmustur. Sonuglar AKG (p < 0,001) ve beyin (p < 0,05) lipit
peroksidasyon seviyelerinin kontrole gore STZ grubunda 6nemli oranda yiiksek
oldugunu gostermistir. Dolayisiyla AKG ve beyin oksidadif stres seviyeleri diyabet
indiiklemesine bagli olarak yiikselmistir. Bununla beraber, NAC uygulanmasi sigan
AKG ve Beyin lipit peroksidasyon seviyelerinin azalmasina neden olmustur. NAC (p
< 0,001) ve STZ+NAC (p < 0,05 ve p < 0,001) grubunda AKG ve beyin lipit

peroksidasyon diizeyleri STZ grubuna gore 6nemli olarak diisiik bulunmustur.
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Sekil 6. STZ ile olusturulan diyabet modelinde sigan AKG noronlarinda lipit peroksidayson (LP)
seviyeleri iizerine NAC’1n etkileri %p<0.001 Kontrol ve NAC grubuna, ®p<0.001 STZ grubuna kars1.
(n=9 ve Ort. £+ SD).

4.3. AKG ve Beyin GSH-Px ve GSH Sonuglari

NAC’in AKG ve beyindeki GSH-Px ve GSH seviyeleri Sekil 7, Sekil 8 ve
Tablo 5’de gosterilmistir. GSH gibi tiyoller hiicreleri ROT zararlarina karsi
korumada 6nemli rol oynamaktadirlar. GSH ve GSH-Px azalmasi1 da diyabette olusan
oksidatif stres hakkinda énemli ipuglar1 vermektedir. STZ grubunda AKG (p<0,001)
ve beyindeki (p<0,05 and p<0.01) GSH-Px aktivitesi ve GSH diizeyi control grubuna

gore onemli diizeyde diisiik gozlemlenmistir.
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Sekil 7. STZ ile olusturulan diyabet modelinde sigan AKG néronlarinda indirgenmis glutatyon (GSH)
seviyeleri iizerine NAC 1 etkileri ®p<0.001 Kontrol ve NAC grubuna kars1, °p<0.001 STZ grubuna
kars1 (n=9 and Ort. + SD).

Tiyol igeren bir antioksidan olan NAC diyabet gibi degisik hastaliklarda GSH
ve GSH-Px degerleri tizerine iyilestirici etkisi bulunmaktadir. (15, 99). NAC
uygulamas1 sonucundaki verilerimiz ise bu bilgiyle tutarlilik gostermektedir. AKG
(p<0,001) ve beyin (p<0,05 ve p<0,001) dokularindaki GSH-Px aktivitesi ve GSH
seviyesi NAC ve STZ+NAC gruplarinda STZ grubuna gore onemli diizeyde
yiikseklik gostermektedir. Bu veriler 1s18inda NAC’in AKG ve beyinde oksidatif
stresi azalttigin1 sdyleyebiliriz. Yakin zamanda yapilan bir¢cok ¢alisma sonucu
gostermistirki ki, NAC AKG ve beyinde olusan STZ kaynakli oksidatif toksititenin
azaltilmasinda terdpatik etkili olabilmektedir (11, 100). Ik olarak, NAC STZ
kaynakli GSH-Px aktivitesinin azalmasin1 azaltmaktadir. Sinirsel oksidatif hasardan
NAC kaynakli AKG ve beyin sinirsel korumaya ek olarak, bu ¢alisma sadece STZ
kaynaklt GSH-Px aktivitesi ve GSH seviyesinin azalmasinin NAC tarafindan
diigiiriilmesinin yani1 sira STZ kaynakli lipit peroksidasyon seviyesi diisiikliigiiniin

zayiflatilmasini ortaya koymustur. (Sekil 6; Sekil 7; Sekil 8; Tablo 5)
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Sekil 8. STZ ile olusturulan diyabet modelinde sigan AKG néoronlarinda GSH-Px enzim aktiviteleri
iizerine NAC’1n etkileri ®p<0.001 Kontrol ve NAC gruplarina, bp<0.001 STZ grubuna kars1. (n=9 ve
Ort. + SD).

4.4. Antioksidan Vitamin Sonuglar:

Basta beyin olmak iizere tiim sinir hiicrelerinde yag fazinda en 6nemli antioksidan E
vitaminidir. Yine lipit fazda antioksidan 6zellik gdstererek basta tekli oksijen olmak
tizere radikallerin inhibisyonunda rol oynayan, $-karoten ve A vitaminidir. Hiicrenin
stvi fazinda (Ornegin sitozolde) antioksidan Ozellige sahip olan ve E vitaminin
radikallerden temizlenmesinde rol oynayan C vitaminidir. Bu nedenle, deneysel
diyabette olusan oksidatif stresin Onlenilmesinde antioksidan vitaminlerdeki
degisiklikleri belirlemek amaciyla, dort grubun beyin f-karoten A vitamini, C
vitamini ve E vitaminin diizeyleri belirlendi. Beyin, -karoten, A vitamini, C
vitamini ve E vitaminin konsantrasyonlarinin ortalamalar1 Tablo 5’de 4 grup halinde
gosterilmigtir. Beyin C (p< 0,05) ve E vitamin konsantrasyonlart STZ grubunda

control grubuna nazaran Onemli derecede diisiik bulunmustur. C ve E vitamin
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konsantrasyonlarindaki bu diisiis NAC uygulanmasiyla nispeten artis olarak

goziikkmektedir.

Parametreler Kontrol STZ NAC STZ+NAC
LP
(umol/gr protein) 2792+3,20 | 32,78+2,07" | 27,78+1,91° | 29,91 +2,04°
GSH
(umol/gr protein) 14,50+ 1,13 | 10,90+0,56" | 15,00=0,77° | 14,40+ 0,90°
GSH-Px
(IU/gr protein) 26,59 +2,12 2227+321% | 26,26+2,14° | 25,10+ 0,94
Vitamin A
(nmol/gr beyin) 2,35+0,26 2,26 +0,20 2,33+0,24 2,33+0,20
p-karoten
(umol/gr beyin) | 22+ 031 2,21+0,28 2,27+0,36 2,26 0,27
C vitamini
(umol/gr beyin) 88,00+ 13,23 | 68,13+16,93* | 84,35+ 14,45 83,27 +17,03
E vitamini
(umol/gr beyin) | 1147 *1.02 1 10,03+ 062° | 10,70+0,76 | 10,86+0,85

b d
ap<0,05 ve p<0.01 kontrole karsi. Cp<0,05, p<0.01 ve ep<0,001 STZ grubuna karsi.

Tablo 5. STZ ile olugturulan diyabet modelinde si¢an beyinlerindeki lipit peroksidasyon (LP),
indirgenmis glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve antioksidan vitamin

konsantrasyonlari {izerinde NAC’n etkileri (n=9 ve mean + SD).

56




5. TARTISMA

TRP kanallar1 ilk olarak 1998 yilinda Drosophila tiirii sirke sineklerinin g6z
hiicrelerinde 1518a karsi, kesik kesik bir gerilim olusturmasiyla karakterize iyon
kanali olarak bulunmustur. (40). Giliniimiize kadar ise 7 alt ailenin varlig
ispatlanmigtir. Bu kanal ailelerinden biri olan TRPM alt ailesi TRPM2/TRPMS,
TRPM1/TRPM3, TRPM4/TRPM5 ve TRPM6/TRPM7 olmak iizere 8 iiyeden
olugsmaktadir (5).

TRPM2 agirlikli olarak beyin ve ndronal hiicrelerde yerlesmis olmasina
ragmen, kemik iligi, dalak, kalp, l6kosit, karaciger ve akcigeri de kapsayan diger
birgok farkli dokuda oldugu tanmimlanmustir. (40). ADPR oksidatif stres ve onun
{iriinleri olan ROT’dan ve bunun neticesi olan NAD" dan 3 yolla iiretilmektedir (4).
TRPM2 kanallar1 6 segmentten olusmaktadir ve katyon girisleri 5. ve 6. segmentler
arasindan ger¢eklesmektedir.(46). Ayrica kanalin bir C (Nudix homoloji alan1) ve N
uclar1 bulunmaktadir. Bu nudix homoloji alaninda, ADPR pirofosfataz enzimi
bulunur ve kanalin agilmasindan bu enzimin aktivasyonu sorumludur. ADPR

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

TRPM2 kanallarinin ADPR tarafindan aktive olabildikleri ilk defa Perraud ve
arkadaglar1 tarafindan gosterilmistir (55). Japonya’dan Hara ve arkadaslari Aachen
Tip Fakiiltesi Fizyoloji Enstitiisti’'nden Wehage ve arkadaglar1t TRPM2 kanallarinin
oksidatif stresle aktive olabilecegini ispatlamiglardir. (46, 101). Daha sonralar
yapilan ¢alismalarda aktivasyon, dogrudan ve dolayl yollar1 konusunda iki gruba
ayrilmiglardir. Oksidatif stresin mitokondriden ADPR iiretimini arttirmak kaydiyla
TRPM2 kanallarin1 aktive edildigi ve hem oksidatif stresin hem de ADPR’nin
birbirinden bagimsiz olarak kanallar1 aktive edebildigi ayr1 ayr1 ortaya konmustur.

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

NAC, yapisinda sistein bulunan L-sistein isimli aminoasitten tiiremektedir

(102). Modern tipta yaygin olarak mukolitik olarak kullanilmasina ragmen, nérolojik
hastaliklarin tedavisindeki rolii kesin olarak yeni yeni ortaya konmaya baslanmistir
(35). NAC’in hiicre koruyucu ve antioksidan Ozellikleri de vardir. Antioksidan
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ozelligini, GSH seviyelerini diizenleyerek, dogrudan radikalleri temizleyerek,
notrofil aktivitesi ve TNF {iretimini baskilayarak gerceklestirmektedir (35, 39).
NAC’m sentezinde GSH’1n rolii ve NAC’in GSH dan daha kolay hiicre igerisine
gegcisinin oldugu iyi bilinmektedir (103).

Bu tez caligmasinda, kontrol grubuna kiyasla, STZ ile diyabet olusturulan
grupta AKG hiicrelerinin TRPM2 kanallarinin daha fazla acildigim1 goézlemledik.
Ayrica, AKG ve beyin 6rneklerinde STZ grubunun LP diizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla yiiksek oldugu goézlemlendi. Bu nedenle de, arastirma sonuglarina gore
diyabet sonucu olusan oksidatif stres triinlerinin, TRPM2 kanalinin C ucundaki
ADP-riboz pirofosfataz enzimi ile etkileserek kanali daha fazla ac¢tigi fikrini
dogrulamistir. Ayrica tez ¢alisma sonuglarinin, TRPM2 kanallarini aktive ettigini

bildiren arastirma sonuglartyla uyum gostermektedir (46, 59, 60, 101).

GSH ve iriinleri (6rnegin GSH-Px enzimi) eksikliginde oksidatif stresi
artirarak duyusal sinirlerde TRPM2 kanallar1 iizerinden Ca*? akigim arttigl iyi
bilinmektedir. Duyusal néronlarin hastaliklari igerisinde sistin ile sistein dontigiimleri
arasindaki herhangi bir bozukluk GSH 1n eksikligine sebep olacagi bilinmektedir (7,
104, 105). Bu duruma benzer sekilde, GSH m sentezlenmesinde, onun spesifik
tiretim destekleyicisi olarak bilinen NAC, si¢anlara verildiginde GSH eksikligini
gidererek ve diger antioksidan sistemleri destekleyerek TRPM2 kanal inhbisyonuna
neden oldugu yakin zamanda yapilan ¢alismalarda gézlenilmistir (10, 11). Yapilan
bu tez calismasinda, STZ ile diyabet olusturulan siganlarin AKG hiicrelerindeki
TRPM2 katyon kanallar1 iizerinden Ca* girisinin fazlalastig1 gozlemlenmistir.
Bildigimiz kadartyla, NAC’in, STZ ile uyarilmig AKG néronlarinda TRPM2 kanal
akimlarinin degisiklikleri ile ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Bu ¢alismada
hem ACA ile 2-APB hem de NAC tarafindan, STZ ile uyarilmig TRPM?2
kanallarindan Ca*? akisinin engellendigi gbzlemlenmistir. Ayrica, hem AKG hem de
beyin oOrneklerinde STZ grubunda kontrole kiyasla GSH diizeyinin azaldigi
gozlenirken, NAC verilen STZ grubunda ise GSH diizeylerinin ve GSH-Px enzim
aktivitelerinin arttigr gézlemlenmistir. Hem TRPM2 kanal sonuglari, hem de GSH
sonuglar birlikte dikkate alindiginda tiyol gruplarinin Ca*? iyonlar gegisi ile ilgili
etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. NAC ve 2-APB kullanimi hiicre i¢inde GSH
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diizeyini azaltarak TRPM2 kanallari tizerinden Ca*? akigini azalttig1 gézlemlenmistir.
Bundan dolayi, AKG ve duyusal néron hastaliklarinda sitozolik tiyol diizeylerinin bir

TRPM?2 kanal diizenleyicisi olarak rol oynadigi anlasilmaktadir.

ACA, TRPM2 kanal blokiirii olmasinin yani sira fosfolipaz A2 (PLA)
enzimini bloke etmektedir. Bu sayede hiicre icerinde IP3 yolu ile Ca*? salmigin
azaltmaktadir. ACA ve ACA benzeri kimyasal yapilarin pankreas beta hiicreleri ile
kalp-damar sistemi hiicrelerinde arasidonik asit ve ikincil habercileri bloke ettikleri
gozlemlenmistir. ACA 'nin TRPM2 kanalinin yanmi sira gesitli TRP kanallarini
(6rnegin TRPC6 ve TRPMS) da bloke ettiklerini bildirilmistir (106). Bununla
beraber siirli sayida TRP kanalini bloke etmesi nedeni ile en spesifik TRPM2 kanal
antagonistidir. In vitro ortamlarda en fazla tercih edilen TRPM2 kanal brokeridir (44,
107). 2-APB, TRPM2 kanallar1 kesfedilmeden Once, inositol trifosfat (InsP3)
inhbisyonu ile Ca™® girisini bloke ettigi bildirilmesine ragmen kesin etkisi belli
degildi (108). Ciinkii bir kisim arastirmacilar 2-APB nin hiicre sitozoliine hiicre i¢i
organellerden ve disindan Ca*® girisini plazma zar1 Ca*>-ATPaz enzimini bloke
ederek gergeklestirdigini one slirmiiglerdir. Dolaylt TRPM2 kanal blokeri etkisinin
varlig1 rapor edilmistir (48, 109). TRPM2 kanali bloke etmesine ragmen TRPV1
kanalin1 agmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, hem STZ+2-APB ve hem de STZ+ACA
gruplarinin kapasitans degerlerinin STZ grubuna gdre 6nemli diizeyde diisiik oldugu
ve bu iki kanal antagonistinin de iyi bir TRPM2 kanal blokeri olduklar1 gézlemlendi.
Fakat, STZ+2-APB grubuna kiyasla, STZ+ACA grubunun kapasitans degerlerinin
onemli diizeyde diisiik oldugunu gézlemledik. Bu sonucumuz da ACA’nin 2-APB’ye
kiyasla daha iyi TRPM2 kanal inhibisyonu yaptig1 literatiir bildirimleri ile
uyumludur (106, 110).

Bu tezde, daha onceki ¢alismalarda (111) pankreatik B-hiicrelerinde ortaya
konuldugu gibi diyabetik AKG noronlarinda TRPM2 kanal iligkili ROT {iretimi ve
hiicre i¢ine Ca*™ akisnin oldugu goézlemlendi. (Uchida and Tominaga, 2014).
Duyusal sinirlerde TRPM2 agonisti (H,0,)-aracil1 hiicre i¢ine yine TRPM2 kanallar1
{izerinden Ca*® akis1 hiicre i¢indeki ROT miktarim ve mitokondriyal gegirgenligi
arttirmakta, mitokondriyal bozukluklara sebep olmaktadir (110, 112, 113). TRPM2
kanallarinin aktivasyonuyla hiicre ici Ca* miktarinin artmasi Ca* bagiml
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mitokondriyal oksijen tiiketimine bagli ROT dretimi NAC ve GSH gibi
antioksidanlar tarafindan azaltilmaz ise TRPM2 kanal ve Ca* girisi arttirmaktadir
(114). Bu giine kadar diyabetik olmayan AKG ndoronlart, TRPM2 ve NAC arasindaki
iligki ile ilgili ¢alismalar olmasina ragmen (10, 11), diyabetik AKG néronlarinda
TRPM2 kanallar1 etkilesimi konusunda bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu teze benzer
sekilde, kiiltiire edilmis noronlarda TRPM2 aktivasyonu ROT iiretiminin NAC ve
GSH tedavisiyle engellenmesi sebebiyle durdurulmasina ragmen, AKG ve
hipokampal néronlarda TRPM2 kanallar1 hiicre i¢i glutatyon tiikkenmesi kaynakli
ROT iiretimi sebebiyle aktive olur (11, 100, 115).

GSH ve GSH-Px gibi tiyol grubu igeren antioksidanlar asir1 ROT artisindan
hiicreleri korumada 6nemli rol oynar (99). GSH-Px enzimi GSH olusumu sirasinda
lipit hidroperoksitleri H,O,’yi ortadan kaldiran ve ko-faktdr olarak selenyum ihtiva
eden bir antioksidandir (44, 99). GSH bir elektron vericisi olarak hizmet vererek
sisteine sitoplazmik proteinler i¢inde olusan disiilfid baglarin1 azaltir. GSH ayrica bir
antioksidan roliine sahip ve ROT kaynakli hiicresel bilesenlerin zarar gérmesini
engeller (104). Dogrudan ROT temizleyici etkisine ek olarak, NAC tiol igeren
antioksidan olarak hiicre i¢gi GSH’mn tekrar iiretimini saglar. (11). Bu tezdeki
sonuclar NAC uygulanan diyabetik néropatik siganlarin AKG hiicrelerinde ve
beyinde sadece GSH ve GSH-Px artmis olmasiyla LP seviyelerinin azalmasi
tutarlilik  gostermektedir. (Sekil 6, Tablo 5). Diyabete baghh oksidatif
toksisite {izerine NAC’n ileri siiriilen mekanizmasi GSH-Px ve aktivitesinin ve
GSH rediiktazin artmasi1 sonucunda hiicre i¢i GSH seviyesinin artmasiyla gergeklesir

(10, 11).

Suda eriyebilen bir vitamin olan askorbik asit; siiperoksit radikali, nitrat,
sitokrom a ve c bilesiklerinin indirgenmesinde rol oynayabildigi gibi, sulu
ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona girebilme yetenegine sahiptir. Oksidan
ajanlara kars1 plazmada ilk antioksidan savunma hattin1 olusturur. Siiperoksit
radikali ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip, onlar1 temizlemesinin yanisira
tokoferol radikalinin tekrar tokoferole doniigiimiinii saglar. Kollajen sentezinde,
tirozin yikiminda, epinefrin sentezinde ve pek ¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda
gorev alir. Ayrica diisiik dansiteli lipoproteinin ve kolesteroliin oksidasyonunu
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Onleyerek ateroskleroza karsi korumaya katkida bulunur (14). Plazma ve beyin C
vitamini yetersizliginde hiicredeki GSH miktar1 da azalir. Yapilan bu tez
calismasinda, AKG ve beyin GSH diizeylerinin azalmasina pararalel, beyin dokusu
C vitamini diizeylerinin azaldig1 gézlemlendi. Yine, NAC verilen gruplarda ayni
orneklerde GSH diizeylerinin artisina paralel, C vitamini diizeylerinin de arttig1
gozlemlendi. Bu tez ¢alismasi igersindeki, GSH sonuglarinin C vitamini sonuglarini

destekledigi gozlemlendi.

Saio ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada (116), gruplara ayirdig: diyabetik
sicanlart ayr1 gruplarda halk arasinda begparmakotu olarak bilinen Potentilla fulgens
ekstrakti ve C vitamini uygulamasinin diyabetik siganlarda GSH, GSH,-Px LP
diizeylerinin C vitamini ve Potentilla fulgens ekstrakti uygulanmayan diyabetik
siganlara gore diizenledigini gézlemlemistir. Yine Naziroglu ve arkadaslarmin (117)
yaptigi bir ¢alismada yash diyabetik siganlara ginlik C ve E vitamini
uygulanmasiin uygulanmayan gruplara gore beyin, kan, karaciger ve testis
dokularinda oksidan hasar1 azalttigini gozlemlenmistir. Yukaridaki g¢aligmalarin

sonuglari tez ¢alismamizin sonuglarini destekler niteliktedir.

E vitamini ROT ile reaksiyona girip onu baskilayip lipit peroksidasyonun
yayillim dongiisii engelleyen hiicre zarindaki baslica yagda ¢oziinen antioksidandir.
Ayrica C vitamini de ndronlarin sulu fazinda ROT’u detoksifiye eder (113). Okside
E vitamini, C vitamini ve GSH tarafindan sinerjik olarak tekrar iretilirler (7). A
vitamini ve p-karotenin singlet oksijen radikal temizleyici olarak ve hiicresel
farklilasma rolleri de dahil olmak iizere cesitli islevleri oldugu gosterilmistir
(7). NAC, GSH-Px, C ve E vitaminleri gibi enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olusturma kapasitesine sahiptir. (7, 99). Asir1 ROT firetimi enzimatik
olmayan glikozilasyon ve aldoz rediiktaz-poliol yolunun aktivasyonu yoluyla
hiperglisemiye bagl oksidatif beyin hasarinda énemli bir role sahiptir (13). NAC
uygulanmasi ile C ve E vitamin seviyeleri beyinde biraz artmis olmasina ragmen
STZ gruplarinda azalmigtir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada benzer sekilde
beyin E vitamin ve C vitamini diizeylerinin azaldigi goézlenilmistir (91). Bir
calismada STZ grubuna NAC uygulanmasinin sonuclari, beyinde ROT 6mriinii
etkileyen sonuglar ile desteklenmektedir (112). Beyin A vitamini ve p—karoten
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konsantrasyonlar1 4 grupta da degisiklik gostermemistir. Benzer sekilde A vitamini
ve [-karoten antioksidan sonuglari, C vitamini E vitamini GSH ve GSH-Px
konsantrasyonlar1 ile uyumluluk gostermektedir. Dolayisiyla tez c¢alismasindaki

antioksidan vitamin sonug¢lart GSH ve GSH-Px sonuglariyla uyumluluk gdstermistir.

Ulas ve Cay’in (118) yilinda yaptiklar1 ¢aligmada diyabetik ovarioktomize
ratlara 17 beta-estradiol ve E vitamini uygulamasinin beyin korteksindeki lipit
peroksidayson ve antioksidan diizeylerinin 17 beta-estradiol ve E
vitaminiuygulanmayanlara goére diizenledigi gdzlemlenmistir. Ayrica bu sonuglar ve
Naziroglu ve arkadaslarinin 2011 (117) yilinda yaptig1 ¢aligmada yasli diyabetik
sicanlara giinliik C ve E vitamini uygulanmasinin uygulanmayan gruplara gore beyin,
kan, karaciger ve testis dokularinda oksidan hasar1 azalttig1 yoniindeki sonuglar1 tezin

sonuclarini destekler niteliktedir.

Sonu¢ olarak, bu tezin bulgular1 benzer c¢alismalarla karsilastirildiginda
diyabet baglantili asir1 ROT iiretiminin AKG hiicrelerinde TRPM?2 aktivasyonu
yoluyla diyabetik agriya neden oldugu soylenebilir. (10, 11), Ek olarak, diyabet
baglantii AKG TRPM2 akimlar1 ve beyin oksidatif toksisite ilizerine NAC’mn
koruyucu etkisi vardir. Oksidatif stres ve agir1 Ca*? girisi asir1 néropatik agrinin ortak
nedenleri oldugu iyi bilinmektedir. Diyabet kaynakli beyin hasar1 ve ndropatik
agrinin nedeni olan beyin oksidatif toksisite ve AKG TRPM?2 kanal aktivitelerinin

NAC tedavisiyle azaltilabilecegini 6nermekteyiz.
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OZET

N-Asetil sistein (NAC) ortama siilfidril salan, Glutatyon’un (GSH)
yenilenmesine katkida bulunmakla birlikte dogrudan serbest oksijen radikalleri ile
reaksiyona girerek onlari temizleyen bir antioksidandir. Son zamanlarda, sigan GSH
seviyesi azalmig dorsal kok gangliyon (DRG) iizerine NAC modiilatér roli
aragtirtlmisti. NAC diyabetik noronlarda TRPM2 kanalinin diizenlenmesi yoluyla
oksidatif stres ve kalsiyum akini {izerinde koruyucu bir role sahip olabilir. Bu
nedenle bu tez calismasinda NAC’in STZ ile indiiklenmis diyabetik siganlarin AKG
noronlarinin TRPM?2 kanal akimlar1 ve beyin oksidatif stres parametreleri {lizerine

etkileri arastirildi.

Otuz alt1 sigan Kontrol, STZ, NAC ve STZ+NAC olarak dort gruba ayrildi.
Periton i¢i STZ (45 mg/kg) verilerek STZ ve STZ+NAC gruplart diyabet yapildi.
Diyabet olustuktan sonra NAC ve STZ+NAC grubundaki siganlara iki hafta boyunca
gavaj yoluyla NAC (150mg/kg) verildi. Iki hafta sonunda siganlarin AKG néronlari
ve beyin korteksleri izole edildi. Patch-clamp tiim hiicre konfigiirasyonu ile yapilan
deneylerde STZ ile diyabet olusturulan gruplarda AKG hiicrelerindeki TRPM2
katyon kanal akimlari H;O, ile agildi. AKG hiicrelerinde TRPM2 kanal akim
yogunluklar1 ve beyin lipit peroksidasyon diizeyleri STZ gurubunda Kontrol
gurubuna gore daha yiiksek bulunmakla beraber, Beyin GSH, C ve E vitamini
diizeyleri ve GSH-Px aktivitesi ile AKG hiicrelerinde GSH-Px aktivitesinin diyabette
azaldig1 gozlemlenmistir. STZ+Hy0; ile olusturulmus TRPM2 akimlari NAC
tarafindan biitiintiyle, N-(p-amylcinnamoyl) antranilik asit(ACA) and 2-aminoetil
difenilborinat (2-APB) ile kismen azalmitir. GSH-PX, Lipit Peroksidasyon, C ve E

vitamin diizeyleri NAC uygulanmastyla artmistir.

Sonug olarak, diyabetik DRG ve beyinde oksidatif stres ve TRPM2

kanalindan Ca *? girisinde NAC"n diizenleyici rolii gériilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetik Noropatik Agri;N-asetil sistein;Oksidatif
beyin hasari;TRPM2 kanali.
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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 H,0,. 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+H,0,-
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®* entry through the TRPM2 channel in the diabetic DRG and brain. Since
excessive oxidative stress and overload Ca®* 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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