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1. GIRIS

Viicuttaki tim organlar 6zellikle beyin ve periferal sinir ag1 oksidatif strese
kars1 oldukca hassastirlar. Ayrica ¢oklu doymamis yag asitlerinin otooksidasyonu
(self-oksidasyon) yolu ile devamli olarak {iretilen reaktif oksijen tiirlerine de (ROT)
maruz kalabilmektedirler. Merkezi sinir sisteminin yiiksek oksijen tiiketimi, kolayca
okside olabilen zengin yag asitlerini barindirmasi, diger organlara gore diisiik
seviyede antioksidan enzim ve antioksidan vitamin igermesi onu ROT tarafindan
birincil hedef haline getirmektedir.

Mekezi sinir sistemi, diger organlarla karsilagtirildiginda viicuda alinan
oksijenin biiyiikk bir kismin1 (% 20) kullanir. Bu yiiksek oksijen kullanimi ve
metabolizmasinin  hizli olusu merkezi sinir sisteminde serbest radikal iiretim
miktarini arttirabilir (Butterfield 2003). Bu sistem, proteinlerden ve bol miktarda
fosfolipitlerden olusan zarlardan olusmustur. Bu fosfolipitler de arasidonik asit ve
docohexaenoic asitler gibi okside ¢oklu doymamis yag asitlerinden olusur (Halliwell
2006). Bu doymamis yag asitleri serbest oksijen radikaline karsi savunmasiz bir
durumdadirlar. Ciinkli zayif c¢ift baglarla birbirine tutunan hidrojen iyonlarin
icermektedir. ROT da - hasar vermek i¢in - bu zayif bagli hidrojen iyonlarint bir
hedef olarak goérmektedir (Ozmen et al., 2007). Beyin ve arka kok gangliyon
hiicreleri fosfolipitlerinin degisikliklerine neden olabilen oksidatif hasarin, nérolojik
hastaliklarda rol oynuyor olabilecegi ileri stiriilmiistiir (Naziroglu 2007a, 2007b).

Beyin ve basta arka kok gangliyon (AKG) hiicreleri olmak {izere diger
norolojik hiicreler peroksidatif hasara karsi antioksidanlarca korunmaktadirlar
(Halliwell 2006, Naziroglu 2007b). Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hidrojen
peroksiti (H20,) indirgeyerek suya katalizler. GSH-Px de organik hidrojen peroksidi
ortamdan uzaklastirabilirler.

Glutatyon (GSH) hiicresel fonksiyonlarin genis bir alaninda bir hidroksil
radikali (OH"), bir singlet oksijen (O,%) tutucusudur (Rayman 2009). Vitamin-E (a-
tocopherol) hiicrenin lipit fazindaki en 6nemli antioksidanidir. Vitamin E viicudun
metabolik {irlinler vasitastyla hiicreye hasar veren serbest radikallerin etkilerine kars1
hiicreleri korumada rol oynar (Halliwell 2006, Naziroglu 2007 b). Vitamin C

(askorbik asit) serbest radikal tutucusu olmasinin yani sira E vitamininin aktif



formuna dogru dontisebilmektedir (Naziroglu 2011). Askorbik asit konsantrasyonu
viicut dokulart iginde karaciger ve bobrekte oldugu gibi AKG hiicrelerinde de ¢ok
diisiiktiir (Naziroglu 2010). Vitamin A (retinol) retinoitler i¢in bir prohormon olarak
hizmet vermekte iken sitoplazma ve zar alanlarinda da sinyal iletimi ile iliskilidir
(Tafti and Ghyselinck 2007).

“Transient receptor potential melastatin 2” (TRPM2) katyon kanallar
oksidatif stresle aktive olan, se¢ici olmayan katyon kanallaridir. Bu kanallar; N ucu,
transmembran bolge ve C ucu olmak iizere li¢ ana bolgeden olugsmaktadir. C ucunda
bulunan Nudix Hidrolaz (NUDT9-H) enzimleri kanalin agilmasi igin gerekli olan
anahtar kilit vazifesini istlenmektedir. Bu boélge Adenozin di-fosfat (ADP) ve
Adenozin di-fosfat Ribozu (ADPR) baglayabilen bir Nudix Hidrolaz tiiriidiir (Kiithn
et al., 2005).

TRPM2’nin NUDT9-H’a ADPR’un baglanmas: kanali etkinlestirir ve
elektrokimyasal gradyenti de katyonlarin gecisine izin verir. TRPM2 plazma zar
kanali oldugu i¢in, TRPM2 acildiginda Ca*? ve az miktarda Na* iyonlar: hiicre igine
akmaktadir.

ADPR, TRPM2’nin en gii¢lii aktivatorii olmasinin yani sira daha az giicli
aktivatorleri de mevcuttur (Hara et al., 2002, Heiner et al., 2006). H,O, gibi
oksidanlar nikotinamid adanin diniikleotid (NAD") ve siklik ADPR (cADPR) igerir.
Onceleri NAD® ve H,0, ADPR’nin hiicre igi diizeyini arttirarak kanallarin
acilmasma olanak sagladigi distiniiliirken, daha sonralar1 yapilan tekli kanal
arastirmalarinda, oksidatif stresin (H,O,) dogrudan da TRPM2 kanallarint agtigi
gozlemlenmistir. Ve bdylece oksidatif stresin, TRPM2 kanallarini, hem dogrudan
hem de dolayli olarak acabilecegi gosterilmistir (Perraud et al., 2005, Hara et al.,
2002, Naziroglu and Liickhoff 2008a).

TRPM2 kanallarinin bloke edilme mekanizmalari tam olarak aydinlatilmis
olmamasina ragmen, son zamanlarda yapilan arastirmalarda 2-Aminoethyl
diphenylborinate (2-APB), antranilik asit (ACA) gibi bazi kimyasallarin, bu
kanallari, ikinci haberciler vasitasiyla inaktive ettikleri rapor edilmistir (Togashi et
al., 2008, Kraft et al., 2006, Bari et al., 2009). Ayrica yakin zamanda yaptigimiz bir
arastirmaya gore; hiicrelerin bulundugu ortama glutatyon verildiginde (GSH),

GSH’1n, TRPM2 kanal akimlarint pek degistirmedigini, ancak pipet i¢i verildiginde



bu kanal akimlarini tamamen bloke oldugu gozlemlenmistir (Naziroglu et al.,
2011Db). Bu neticeler, antioksidan mekanizmalarinin TRPM2 kanal akimlari {izerinde
azaltict etkisi olabilecegi goriisiinii  kuvvetlendirmektedir.  L-sistein isimli
aminoasitten tiireyen N-asetil sisteinin (NAC), tiyol gruplar1 icersinde memeli
hiicrelerinde, hiicre i¢i en giiglii antioksidan olarak bilinen glutatyonun (GSH)
prekiirsorii olmast ve NAC’in, GSH’a gore hiicre zarindan ¢ok daha rahat
gecebilmesi (Mazor et al., 1996) gibi sebepler, bu antioksidan maddenin, TRPM?2
kanal akimlar1 iizerindeki etkisinin incelenmesi gerektigi fikrini uyandirmistir. Bu tez
caligmasinda; sigan arka kok gangliyon (AKG) hiicrelerinde Biitiyonin siilfoksimin
(BSO) ile hiicre i¢i GSH diizeyleri azaltildiktan sonra N- asetil sisteinin (NAC)

koruyucu etkisi, TRPM2 kanal akimlar1 tizerinden incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Oksidatif Stres

Serbest radikaller daima tek elektron transferleri igeren biyolojik redoks
tepkimelerinin sik goriinen iriinlerindendirler. Bazi ilag tiirleri, ¢evre kirliligine yol
acan maddeler, agir metaller, sicaklik, ultraviyole 1sinlar1 veya goriiniir 151k ve diger
iyonize olabilen radyasyon cesitleri gibi bircok dis faktdrler bu serbest radikallerin
biyolojik sistemlerde iiretilmesine sebep olmaktadirlar (Cheeseman and Slater 1993,
Halliwell and Gutteridge 1999). Kontrolsiiz bir sekilde reaktif tiirlerin {retimi,
DNA lan, lipitleri, proteinleri, karbonhidratlar1 veya hiicresel hasar ve hastaliklarda
cikan zincir reaksiyonlarimi igeren biyolojik molekiiler mekanizmanin genis
yelpazesinde, Onemli Olciide geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz hasara sebep
olmaktadirlar (Akyol et al., 2002). Bu islemlerin c¢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 hasarim1 igeren bu tiir reaksiyonlar ve bu reaksiyonlarin
aralarindaki iliskilere biiyiik ilgi duyulmaktadir (Halliwell and Gutteridge 1999).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olmak tizere iki
ana tiiri mevcuttur. ROT ‘un ii¢ ana tiiri mevcuttur. Bunlar; Siiperoksit (02.),
hidrojen peroksit (H20,) ve hidroksil radikali (OH") dir. Siiperoksit bir serbest
radikal olmasina ragmen, ¢okta zararh tiir degildir. Cogunlukla dogada indirgeyici
madde olarak bulunmasinin yani sira H,O; ve gegis metal iyonlarina kaynak teskil
etmektedir.

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

elektron bulunmasi serbest radikallerin aktivitesini olaganiistli arttirir, dolayisiyla



serbest radikaller kimyasal aktifligi yiiksek molekiillerdir (Valko et al., 2007, Knight
2000). Insan viicudunda biitiin hiicrelere higbir zorlukla karsilasmadan giren ve en
cok kullanilma 6zelligine sahip olan O, yapis1 geregi radikal olmaya cok 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 olugmaktadir. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiikli ya
da notral olabilirler ve biyolojik sistemlerde en sik elektron transferi ile olusurlar.
Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir
(Seifried et al., 2007).

Oksijen (O2) ve nitrojen molekiilleri serbest radikal kaynaklaridir. Ozin kismi
indirgenmesinden, ROT olan hidroksil (OH) radikali ve 0, - olusmaktadir. Ayrica
singlet oksijen (*O,) ve hidrojen peroksit (H;0,) molekiilleri, radikal olmayan ROT
olarak ifade edilirler. Oksijen kaynakli olmayan diger serbest radikaller ise nitrik
oksit (NO-), peroksinitrit (ONOOf'), lipit peroksidasyon (LPO) sirasinda olusan
peroksil (ROO-) ve karacigerdeki karbon tetrakloriir (CCls) metabolizmasi sirasinda
olusan triklormetil (CCls-) radikalidir (Seifried et al., Lam et al., 2008).

Organizmada olusan serbest radikallerin en Onemlileri ve biiyiik kismi O;
kaynakli radikallerdir. O in toksik etkisi yoktur, ancak aerobik hiicre metabolizmasi
sirasinda serbest oksijen radikallerine doniisiir. O; in kismi indirgenmesinden, ROT
arasinda yer alan -OH ve 02_- olugmaktadir. Ayrica 102 ve H,O, molekiilleri radikal
olmayan reaktif oksijen tiirevleridir (Russell et al., 1989, Van Wijk et al., 2008).

Stiperoksit radikali (027.)’ Oyin indirgenmesi ile olusan ilk iirlindiir. En 6nemli

kaynagi, mitokondriyal elektron iletim zinciridir.
O,+e —- 0y

Yarilanma siiresi uzun, ancak tepkisi diisiik bir radikaldir. 0, -, O,in oksidatif
fosforilasyon esnasinda nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NAD(P)H)-oksidaz
veya ksantin-oksidaz gibi enzimlerin katalizorliigiinde bir elektron indirgenmesi
sonucunda meydana gelmektedir. O, - in yarilanma &mrii hiicrelerin farkli yerlerinde
bulunan siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin varligma bagmhdir. Ayrica,

indirgeyici molekiiller oksijene tek elektron verip kendileri oksitlenirken 03 - olusur.



Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler, ferrodoksinler gibi yiizlerce
molekiil aerobik ortamda oksitlenirken O, - yapimina neden olurlar. Basta gesitli
dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak lizere yiizlerce enzimin katalitik etkisi sirasinda
02_' bir iriin olarak olusabilmektedir (Knight., 2000, Mruk et al., 2002).

Dokularda O,--in en &nemli kaynagi, polimorfoniikleer 16kosit (PMNL)
fonksiyonlart sonucu {iretilendir. Daha az miktarda olmakla birlikte eozinofil ve
lenfositler de antibakteriyel bir ajan olarak O,-- tiretirler. PMNLIerde O,-- iiretimi
membran bagli azalmis NAD(P)H-oksidaz santi (veya heksoz monofosfat santi)
yolu ile gergeklesir (Knight., 2000, Leusen et al., 1996).

hekzos monofosfat ganhh }
2NAD(P)H + 20, > 2NADP + 2H + 20,

O,:-, -OH radikaline gore zayif reaktif 6zelligi olan bir molekiildiir, yine de
biyolojik dokulara zarar verebilir. Hiicre hasarina neden olarak, siv1 ortamda spontan
bir bi¢cimde H,0, ve 102 radikaline doniisebilir. O;--in, osteoklastlarin kemige yakin
yiizeylerinde de bulundugu ve kemik matriks yikiminda da gorev aldig1 gosterilmistir

(Peskin., 1997, Raha et al., 2002).
0, + 0, + 2H" — 0, + H,0,

O;'-, Hy0, radikali ile reaksiyona girerek daha etkili -OH radikaline de
dontigebilir. Bu reaksiyon i¢in metal iyonlarmma [demir (Fe+2) ve bakir (Cu+2)]
gereksinim vardir.

Fe veva Cuivonu

O, + H,0, ? OH + -OH + O,

Dokulardan O,:-in uzaklastirilmasi, H,O, spontan dismutasyonu yolu ile olur.
Bu reaksiyon SOD enzimi tarafindan da katalizlenir. H,O,, glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve katalaz (KAT) enzimleri ile uzaklastirilir (Knight 2000, Peskin 1997,
Juranek and Bezek 2005).

20, - +2H" _3%° | H,0,+0;,

2H202 KAT, GSH-Px =2H20 + 02




Hidroksil radikali (-OH), bilinen en reaktif radikaldir ve radikallerin radikali
olarak da adlandirilir. Bu radikal, DNA sarmallarinda kirilmaya sebep olur,
hidroksilasyon i¢in temel olusturur ve gen mutasyonlarina neden olarak malign
transformasyonlara veya hiicre oliimlerine yol agar. -OH aymi zamanda klasik
serbest radikal reaksiyonunu (LPO) da stimiile etmek yoluyla doku yikiminda rol
oynamaktadir. -OH, membran fosfolipitlerine yakin bdlgede olusursa, lipit
zincirlerini etkiler ve peroksil radikalleri, H,O, ve lipit hidroperoksitleri gibi ara
radikaller olusur. Hidroksiperoksitlerin birikimi, membran fonksiyonlarini bozabilir
veya hidroksiperoksitler ayrisarak sitotoksik aldehitlere doniisebilir. -OH, en aktif ve
en toksik oksijen radikali olarak iiretildigi her yerde birgok molekiil ile reaksiyon
verir. ‘OH, 1iyonlastirict radyasyonun (x-isinlar1) etkisiyle su molekiillerinin
homolitik kirilmast sonucunda olusabildigi gibi H»0, molekiiliiniin metaller ile
reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilmektedir. Fe*?, Cu*? gibi
metal iyonlar1 tarafindan katalizlenen bu indirgenme reaksiyonu Haber-Weiss

tepkimesi olarak bilinmektedir (Sekil 1).

(1) Fe™ + 0y — == Fe*?+ 0,
(1) Fe*? + H)0, ———— g Fe™ + OH + -OH
(|||) O, - +H,0p ———= 0,,0H +-OH

Sekil 1. Haber-Weiss reaksiyonu ve mekanizmasi

IV ve V numarali reaksiyonlar, IIIl numarali reaksiyonun ara basamaklaridir
(Sekil 2) (Sharpe et al., 2003, Liochev and Fridovich 2002).

Biyolojik sistemlerin tanidigi en reaktif tiir olan -OH, su dahil ortamda
rastladigi her molekiil ile tepkimeye girer. Biitin bu tepkimeler, -OHin
paylasilmamis elektron igeren dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir

(Liochev and Fridovich 2002, Kehrer 2000).



(|V) CH;CH,-OH + -OH ———» CH3;CH-OH, + H,O

O (0]
i CH3 CH;
by Lk
O N H N H
(V) H +-OH ———— H

Sekil 2. OH radikalinin biyolojik molekiillerle reaksiyonlari

‘OH radikalinin sebep oldugu en 6nemli hasar, LPO olarak bilinen serbest
radikal zincir reaksiyonudur. ‘OH radikalinin baglica hedefi, hiicre zar1 su
icermediginden dolayr yag asididir. Zar lipitlerinin peroksidasyonu zarin yapisini
bozabilmekte ve gegirgenligini artirip hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir (Sharpe et
al., 2003, Liochev and Fridovich 2002).

Singlet oksijen radikali (*O,), eslesmemis elektron tasimadig: icin gercek bir
radikal degildir. O.in yiiksek enerji ile uyarilmis formu olup biyolojik sistemlerde
fotosentez reaksiyonlar1 sirasinda, dig yoriingesindeki bir elektronun enerjisinin
degismesi ve stabilitenin bozulmasiyla olusur. Ozin kinetik olarak uyarilan bu formu,
membran lipitleri ile oldukca yiiksek reaktivite gdsterir ve hiicre membranindaki
coklu doymamis yag asitleriyle (PUFA) reaksiyona girmesiyle, lipit peroksitlerin
olusumuna yol agabilmektedir. 'O, in yarilanma 6mrii 10° ile 10° saniye arasinda
olup karbon-karbon ¢ift baglari ile tepkimeye girme egilimi yiiksektir fakat doku
hasarindaki rolii ile ilgili net bir bilgi yoktur (Khan and Kasha 1994).

Hidrojen peroksit radikali (H,O2), O, in enzimatik olarak iki elektron ile
indirgenmesiyle ya da O,-- radikallerinin enzimatik veya non-enzimatik
dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur. Yapisinda paylasiimamis elektron
icermediginden radikal 6zellik tasimaz, reaktif bir tiir degildir. Giigsiiz bir oksidan
olmasina ragmen hiicre membranlarindan kolayca diffiize olabildigi i¢in ve ayrica
gecis metalleriyle Fenton reaksiyonuna girdigi icin hasar olusturmada yliksek
potansiyele sahiptir. Esasen H,0, in oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin sebebi Fe*?
ve Cu® gibi metal iyonlarimin varliginda -OH radikalinin Onciilii olarak
davranmasidir. H,0,, o6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan Fe'? ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif formlarini olusturur. Bu

formdaki demir molekiilleri ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre



zarlarinda LPO gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Ayrica bu radikal birtakim
intraseliller olaylar1 da tetikler, Ornegin bircok pro-enflamatuvar sitokinin
transkripsiyonundan sorumlu niiklear faktér kappa-B (NF-xB)’ nin oksidasyonunda
rol oynar. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O,in derhal
ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu gorevi hiicrelerdeki dnemli antioksidan
enzimler olan KAT ve GSH-Px yerine getirir (Gutteridge et al., 1990, Imlay et al.,
1988, Winterbourn., 1995).

Fizyolojik olarak serbest radikaller endojen kaynakli olarak indirgenme-
yiikseltgenme (redoks) tepkimelerinde; mitokondriyal, endoplazmik ve niiklear
elektron iletim sistemlerinde (Sitokrom P-450), peroksizomlarda, monosit ve
notrofillerin fagositozu gibi metabolik olaylar sirasinda bol miktarda {iretilir. Ayrica
bu molekiiller hiicre igerisinde ultraviyole 1sinlari, x 1sinlar1 gibi radyant enerjinin
emilimi, hava kirliligi, sigara dumani, ila¢ kullanimi (parasetamol, nitrofurantoin
gibi), solventler gibi cevresel faktorlerin etkisiyle eksojen kaynakli olarak da
olusabilirler (Valko et al., 2007).

Patolojik olarak bircok malignite, diyabet, ateroskleroz ve norodejeneratif
hastalikla iligkili olan serbest radikallerin en zararli biyolojik etkisi; hiicre membrani
yag asitlerine ve lipoproteinlere saldirmasi ve LPO olarak bilinen bir reaksiyon
zincirini bagslatarak, membran proteinlerine hasar verip yapisal ve islevsel

bozukluklara neden olmasidir (Gutteridge., 1995).

2.1.1. Biitiyonin Siilfoksimin (BSO)

BSO sentetik bir aminoasittir. BSO gama glutamilsistein sentetazi geri
doniisiimsiliz olarak inhibe eder. Bdylece oksidatif stres hasarina karsi hiicreleri
koruma ile gorevli GSH tiiketerek hiicrenin 6liimiine yol acabilmektedir. Yiiksek
GSH seviyeleri alkilleyici ajanlar ve platin bilesikleri i¢in timor hiicre direnci ile
iliskilidir. Glutatyona zarar veren BSO, ilaca direncli tiimorlerde ¢esitli kemoterapi
ajanlariin sitotoksititilerini arttirabilmektedir (Naziroglu 2011).

BSO geri doniisiimsiiz inhibe gama glutamil sistein sentetaz ile birlikte GSH

tiiketen bir amino asittir. Bu enzimin inhibisyonu, glutatyon sentezi i¢in dnemli bir



adimdir. Insan T- lenfositinde ve makrofaj aktivasyonunun inhibisyonunda
proliferatif yanitin1 inhibe ettigi gosterilmistir (Naziroglu et al., 2011b).

BSO nun etkileri ile ilgili ¢alismalar, su goriisii desteklemektedir ki; BSO bazi
hiicre i¢i faktorlerin iiretilmesinin kademeli olarak baslatilmasinda rol oynamaktadir.
Boylece hiicresel oksidatif stres ve TRPM2 kanal aktivasyona neden olmaktadir. Bu
sonuglar, GSH inhibitorlerinin, intraseliiler GSH’nin diizenlenmesinde Onemli bir
potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir. Bu etkisini, oksidatif stresle aktive
edilmis TRPM2 kanal aktivasyonu ve bu kanallarin aktivasyonuna baglh Ca*

akimlar ile saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Ozgiil and Naziroglu 2012).

2.2. Antioksidanlar

Fizyolojik kosullarda; antioksidanlar, ROT hasarim1 Onlemek i¢in iretilen
siipiiriicii molekiillerdir. insan viicudunda, enzimatik antioksidan ve non-enzimatik
antioksidan olmak ftizere iki tip antioksidan savunma sistemi mevcuttur (Naziroglu

2007).

2.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar, notralize ROT hasarin1 ve hiicresel yapiya zarar
vermesini Onleyen dogal antioksidanlar olarak da bilinmektedirler. Enzimatik
antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), ve glutatyon reduktaz (GR) olmak tizere dort Onemli antioksidan
maddeleri ihtiva etmektedir (Naziroglu et al. 2004).

Antioksidan enzimlerin baslicalar1 SOD, KAT ve GSH-Pxdir (Blokhina et al.,
2003).

Siiperoksit Dismutaz (SOD): O,-- radikalinin H,O, ve O, molekiillerine

dontigiimiinii  katalizlemektedir. Metalloprotein olan SOD, hiicrelerdeki Ozf-
diizeylerini kontrol etmede rol oynar. SOD, bir O, - radikalini yiikseltgerken, diger
O, - radikalini H,O, e indirger (Greenwald 1990).

10



027' + 027' +2H" Sob :02 + H,0,

Memelilerde ii¢ tip SOD izoenzimi tanimlanmustir:

1. Cinko-Bakir (Cu-Zn) SOD: Genellikle sitozolde ve lizozomda lokalizedir.
Bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) atomlart arasindaki koprii histaminle saglanir. Cu atomlari
enzimatik aktiviteden sorumluyken, Zn atomlar1 enzimin stabilitesinden sorumludur.
Cu-Zn SODin antioksidan savunmada ilk sirada yer aldigi diisiiniilmektedir (Peskin
1997).

2. Manganez (Mn) SOD: Mitokondriyal SOD olarak da ifade edilen Mn-SOD,
bakterilerden yiliksek yapili organizmalara kadar birgok kaynaktan izole
edilebilmistir (Macmillan-Crow and Cruthirds 2001).

3. Ekstraseliiler SOD (EC-SOD): Ekstraseliiler boliimlere salgilanan ve hiicre
yiizeyindeki heparin siilfat proteoglikanlara baglanabilen EC-SOD, Cu-Zn SOD gibi
kofaktér olarak Zn ve Cu kullanir. EC-SOD’un ONOO - aktivitesini onledigi
diistiniilmektedir (Greenwald 1990).

SOD aktivitesi, yiiksek O, kullanimi olan dokularda, 6zellikle eritrositlerde
fazladir. SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler Oldiiriilmelerinde de rol
oynamaktadir. Bu nedenle SOD graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok Onemlidir.

Lenfositlerde de SOD fazla miktarda bulunmaktadir (Peskin 1997, Greenwald 1990).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon yolunun ilk enzimi olan GSH-PX,

hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Enzim aktivitesi, pentoz
fosfat yolunda tiretilen NAD(P)H’a bagimlidir (Bhamre et al., 2000).

1. ROOH + 2GSH GSHPx , ROH + GSSG + H,0
2. 2GSH + H,0, GSAPX , 2H,0 + 0,

GSH-Px, ¢ peptidli glutatyonu kendi oksidize formuna (GSSG) oksidize
ederken; sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan iiretilmis olan H,O, radikalini,

yiiksek spesifite gostererek ortadan kaldirabilme 6zelligi gosterir (Zachara et al.,
2006).

11



GSH-Pxin selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak iizere, farkl
substratlar kullanan iki tipi bulunur. Selenyumdan bagimsiz formu organik H,O,
molekiillerini kullanip, yiiksek bir aktivite gosterebilir. Selenyuma bagimli olan
formu ise sitoplazmada bulunur ve kapasitesi daha disiiktiir (Bhamre et al., 2000,
Cheng et al., 1999).

Major peroksit uzaklastirict olarak gérev géren GSH-Px 1n fagositik hiicrelerde
onemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla birlikte, oksidatif patlama
sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmesini
engeller. Eritrositlerde de GSH-Px oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir.
Endoplazmik retikulumdan salinan H,O,in dekompozisyonunun primer sorumlusu
olan GSH-Px aktivitesindeki azalma, H,O,in artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol
agmaktadir.

Ayrica GSH-Px, arasidonik asit metabolizmasinin iki temeli olan lipooksijenaz
ve siklooksijenaz yollarinin aktivasyonunu arttirarak, tiimor olusumunda anahtar rol

oynar.

Katalaz (KAT): Glikoprotein yapisinda, igeriginde Fe** bulunduran dért hem

grubuna ayrilmis bir hemoproteindir. SOD 1 olusturdugu H,O; in, peroksidazlarla

beraber oksijen ve suya par¢alanmasinda rol alir (Vaziri et al., 2003).

2H202 KAT > HZOZ + O2

KAT, hemen hemen tiim memeli hiicrelerinde, agirlikli olarak eritrosit,
karaciger ve bobrekte bulunur. Kanserli dokularda, saglikli dokulara oranla daha
yilksek miktarda bulunan KAT, ozellikle H;O,in yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugu durumlarda etkilidir. Eritrositler, KAT aktivitesinin %98’inden fazlasini

saglamaktadir (Greenwald 1990).

2.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon (GSH): Sistein igeren bir tripeptit olan GSH, in vivo sentezlenebilen

ve ince bagirsaktan emilebilen endojen ve eksojen bir antioksidandir. Peroksidazlar
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icin substrat gorevi gorebilen GSH, antioksidan etkili C ve E vitaminleri tizerinde de
orta diizeyde koruyucu etkiye sahiptir .

Okaryotik hiicrelerde GSHun yaklasik %90°1 sitozolde, %10’u mitokondride
ve c¢ok az bir kismi da endoplazmik retikulumda bulunur. GSH oksidasyonu,
apoptozis siirecinin erken donemdeki belirtisidir ve metabolik sinyal gorevi gorebilir
(Hall 1999, Salinas and Wong 1999).

DNA sentezi ve hasarli pargalarinin onarilmasinda etkin olan GSH; aminoasit
transportu, peroksit metabolizmasi, iskelet-kas Dbiitiinligii ve birgok enzim
aktivitesinin diizenlenmesinden sorumludur ve eksikligi hiicre oliimiine yol acar

(Hall 1999, Matthews and Butler 2005).

C Vitamini (Askorbik Asit): Suda eriyebilen bir vitamin olan askorbik asit; O, ,

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. 0, - ve ‘OH
radikalleriyle reaksiyona girip, onlar1 temizlemesinin yanisira tokoferol radikalinin
tekrar tokoferole doniisiimiinii saglar. Kollajen sentezinde, tirozin yikiminda,
epinefrin sentezinde ve pek ¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda goérev alir. Ayrica
diisiik dansiteli lipoproteinin (LDL) ve kolesteroliin oksidasyonunu 0Onleyerek
ateroskleroza karsi korumaya katkida bulunur (Birlouez-Aragon and Tessier 2003).

C vitamini yetersizliginde hiicredeki GSH miktar1 da azalir. Plazma C vitamin
diizeyleri 0zellikle 0,2 mmol/l diizeyinin altina indiginde oksidan etki de
gosterebilir, yine bu sartlarda O, iiretimine katkida bulunabilir.

C vitamininin iki ana formu vardir:

1. L-askorbik asit: Giiclii indirgeyici ajandir.

2. L-dihidroaskorbik asit(DHAA): Okside formudur (Duarte and Lunec 2005).

E Vitamini: Alfa, beta, gama, delta gibi gesitli formlar1 olan E vitaminin o-
tokoferol formu, en genis dogal dagilima ve en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
olanidir. Yagda ¢oziinebildigi icin hem seliiler hem de subseliiler membranlarda ve
lipoproteinlerde bulunur.

Membranlarda oksijen radikallerinin aktif temizleyici olan E vitamini;

ozellikle en aktif formu olan a-tokoferol, zincir kiric1 antioksidan olarak islev goriir.
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Tokoferoller 'O, ile reaksiyona girer ve membrani bu radikale kars1 korur. Ayrica A
vitamini kullanimi ve saklanmasinda, diger bir antioksidan grup olan karotenoidlerin

enzimatik oksidasyona kars1 korunmasinda da etkilidirler (Duarte and Lunec 2005).

A Vitamini: A grubu vitaminler gérme, iireme, biiyiime ve epitel doku
saglamliligl i¢in esastir. a-tokoferol ile karsilastirildiginda olduk¢a zayif bir

antioksidandir (Birlouez-Aragon and Tessier 2003).

Karotenoidler: Dogada 700’{in tlizerinde yagda ¢ozilinebilen pigmente sahip bir
aile olan karotenoidlerin yaklasik 25 kadari insanlar tarafindan ozellikle havug,
domates, greyfurt gibi gidalarla alinmaktadir (Hinds et al., 1997).

Diyetin yag miktariyla iligkili olarak % 5-50 kadar1 ince bagirsakta pasif
diffiizyonla emilen karotenoidler, triplet molekiilleri ve '0, radikalini siipiirerek

antioksidan aktivite gdsterir (Edge et al., 1997).
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Poli ADPR
ghkohidrolaz

NADase (CD38)

(PARG)
cADPR >
cADPR hidrolaz ADPR
(CD38) [CD157]
APPR
pirofosfataz
(NUDTY9/TRPM2)
Riboz 5-fosfat AMP

Sekil 3. Hiicrede serbest radikallerin tiretimi, radikallere etki eden antioksidan sistem
ve oksidatif stres sonucunda, NAD" dan ii¢ farkli yolla ADPR iiretiminin sematik
gosterimi. (Naziroglu 2007b).

2.2.3. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari

Antioksidan bilesiklerin etki sekli ve etkinlik diizeyi oldukca farklidir.

Antioksidanlar; ROT ve nitrojen tiirlerinin temizlenmesi, oksidatif stresle
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hasarlanmis dokularin tamiri, diger antioksidanlarin onarimi/yenilenmesi ve metal
selasyonu gibi farkli etki sekillerinden birini veya birkagini ortaya koyarlar. ideal bir
antioksidan bilinen bu etki sekillerinden c¢ogunu yerine getirebilir. Biyolojik
sistemlerde oksidanlarin yikimi ve olusumu arasindaki denge, hiicre ve dokunun
biyolojik biitiinliigiiniin stirdiiriilmesinde 6nemlidir (Krinsky 1992).

Antioksidanlar dort farkli mekanizma ile oksidanlari etkisizlestirirler:

1. Siipiiriicii etki (Temizleme Etkisi) (Scavenging): ROTni etkileyerek onlari
tutma veya daha zayif bir molekiile ¢evirme islemidir. Antioksidan enzimler bu
sekilde etki gosterir.

2. Bastirict etki (Baskilama Etkisi) (Quencher): Vitaminler, flavonoidler ve
trimetazidin, radikallere bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya onlar
inaktif forma doniistiiren bir etkiye sahiptir.

3. Onarict etki (Onarma Etkisi) (Repair): Bu grupta DNA tamir enzimleri,
metiyonin siilfoksit rediiktaz sayilabilir.

4. Zincir kirici etki (Zincir Koparma Etkisi) (Chain breaking): Serbest
radikalleri kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye
denir. Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini ve mineraller bu tip etki
gostermektedir (Pinchuk and Lichtenberg 2002, Klouche et al., 2004).

2.2.4. N - Asetil Sistein

N- asetilsistein (NAC), L-sistein isimli aminoasitten tiiremektedir ve yapisinda
sistein bulunmaktadir (Arakawa and Ito 2007). Giiniimiizde akciger hastaliklarin
tedavisinde yaygin olmasina ragmen, noérolojik hastaliklardaki rolii kesin olarak
heniiz bilinmektedir (Welin et al., 2009). Ayrica hiicre koruyucu ve antioksidan
ozellikleri de vardir. Antioksidan 0Ozelligini, GSH seviyelerini diizenleyerek,
dogrudan radikalleri temizleyerek, notrofil aktivitesi ve TNF iiretimini baskilayarak
gerceklestirmektedir (Saricaoglu et al., 2005, Kogkar et al., 2010).

Asetilsistein  ve GSH  ozellikle akcigerde, enfeksiyonlar esnasinda
nétrofillerin olusturdugu serbest radikallerin yani sira sigara dumani ve diger zararl

maddelerin solunmasiyla ortaya cikan serbest oksijen radikallerini de baglar.
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Boylece hiicre hasarin1 dnleyerek koruyucu etki gosterir. Ayni zamanda, NAC,
deneysel sepsis modelinde, hiicre i¢i genetik metaryel olan DNA nin oksidatif
stresten dolay1r hasar gérmesiyle bir dizi reaksiyon sonucu olusan malondialdehid
(MDA) diizeylerini diistirmektedir (Van Surell et al., 1992).

NAC mukolitik bir ilag¢ olarak 1960 lardan itibaren kullanilmaktadir. Klasik
mukolitikler serbest siilfhidril (tiol) grubu igerirler. Mukustaki distilfit baglarini
kirarak, mukoproteinleri parcalar ve mukusun vizkozitesini azaltirlar. Bunlarin
baslicalart NAC, karbosistein ve erdosteindir. NAC iv, inhalasyon ve oral yol ile
alinabilmektedir. Zamanla bu ilacin hiicre i¢inde sistein miktarini arttirarak glutatyon
iretimi yolu ile antioksidan 6zellik gosterdikleri kesfedilmistir (Jones et al., 1997).

NAC L-cystein ve rediikte glutatyonun asetillenmis Onciiliidiir. Hiicre ici
siilfhidrid birikimine sebep olup GSH &éncii maddesi olarak rol oynamaktadir (Ozgiil
and Naziroglu 2012). Disiik molekiiler agirliklt olan bilesik, glutatyon
prekiirsoriidiir.  Glutatyon stoklarini yeniden doldurmakta, siiperoksit dismutaz
(SOD) aktivitesini arttirmakta, hidroksil radikallerini azaltmakta ve otokatalitik lipid
peroksidasyonunu engellemektedir (Yogesh 1994)

Asetilsistein dogal bir aminoasit olan L-Sistein’in N-Asetillenmis tiirevi olup
mukolitik olarak kullanilan ajandir. Yapisinda bulunan siilfidril grubu ile
glikoprotein igerisindeki disiilfit baglarini1 koparma 6zelliginden dolayr mukoid ve
mukopiiriilan sekresyonlar {izerine mukolitik etki gostermektedir. Solunum
yollarinda biriken balgam yogunlugunu, yapiskanligini azaltir ve bu 6zelligi
sayesinde balgami su gibi akici kivama getirir. Balgamin ¢oziilmesinde yardimci
olur. Brongiyal sekresyonlarin atilimina ve solunumu kolaylastirarak akciger
fonksiyonlarmin diizenlenmesine yardimci olur. Mukolitik etkisinden bagka
asetaminofen zehirlenmesinde tedavi edici bir ajan olarak da kullanilir. Asetilsistein,
asetaminofenin doz asimina bagli olarak olusan hepatotoksisite iizerine etkisini
karaciger GSH seviyesini koruyarak veya arttirarak gosterir (www.wikipedia.org,
09.07.2012).

Tiyoller hiicre igersinde her zaman hazir bulunmasiyla ve aerobik yasam

kosullarin1 saglama yoluyla, antioksidan savunma mekanizmasinda ¢cok 6nemli ve
cok yonli roller iislenmektedirler. Tiyoller sadece tek bir bilesenden olusan

antioksidanlar degildir. Sistin ve sistein dongiisiinden baslayarak, GSH ve GSSG, E
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vitamini, dihidrolipoik asit (DHLA) ve lipoik asit (LA) gibi bir¢ok sinerjik redoks
tepkimelerinin olusumuna Onciiliikk ederek antioksidan mekanizmalarinin énemli bir

basamagini olusturmaktadirlar (Sen and Packer 2000) (Sekil 4).

sistein

sistin

ubisemi-

NADP* quinone NAD(P)*
GSH DHLA
Glutatyon Lipoate
redoks ubiquino redoks
dongiisii dingiisii
dehidro- dehidro-
GSSG askorbat askorbat
NADPH 3S8G LA NADP)H
VitE
askorbat \skorba
VitEx

Sekil 4. Tiyol redoks dongiileri antioksidan savunma agi lizerinde en Onemli yere
sahiptir. Hem glutatyon hem de lipoate redoks dongiileri kendi indirgenmis formlari
olan GSH ve DHLA lar1 olusturmak icin hiicresel indirgeyici esdegeri tarafindan
yuritiildiigiinii gosteren, bir dizi sinerjik reaksiyonlarin sematik gésterimi (Sen and
Packer 2000).

2.3. TRP Kanallari

Transient receptor potential (TRP) kanallar1 ilk defa drosphila tirii sirke
sineklerinin gozlerinde bulunan fotoreseptorler {izerinde yapilan ¢aligmalar
sonucunda 1989 yilinda kesfedilmistir. Mutasyona ugramis bu kanallarin siirekli bir
1518a karsi, gelip gecici (kesik kesik) bir gerilim olusturmasiyla karakterize oldugu
saptanmistir (Clapham 2003). TRP kanallari, memelilerden omurgasizlara kadar,
canlilarin organizmalarimin farkli dokularinda proteinlerin c¢esitli bir grubunu
olusturmaktadir (Miller 2006). Kalsiyum sinyalinde TRP kanallar1, iyon kanallarinin
yeni bir smifinin prototip iiyeleridir. ilk olarak fotoreseptor hiicrelerinde bulunan bu

TRP kanallarinin, omurgalilarda yaygin olarak bulunan voltaj kapili kalsiyum
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kanallar1 ile yapisal olarak benzerlikleri bulundugu anlasilmigtir. Alt1 olasi
transmembran alanlart dahil, S5 ve S6 segmentler arasinda gozenek bolgenin
bulunmasi gosterilen benzerliklerden 6rnek olarak verilebilir (Hardie and Minke
1992).

Transient Reseptor Potential (TRP) katyon kanallari {ist ailesi voltaja duyarli
Ca™ a gecirgen katyon kanallarinin genis bir yelpazesini igine almaktadir.
Memelilere ait toplam yirmisekiz c¢esit TRP kanallar1 altt alt familyaya
gruplandirilmistir (Sekil 5). Bunlar;

TRP conancial (TRPC) yedi alt aileden, TRP vanilloid (TRPV) alt1 alt aileden,
TRP melastatin (TRPM) sekiz alt aileden, TRP polycystein (TRPP) ii¢ alt aileden,
TRP mucolipin (TRPML) ii¢ alt aileden ve TRP ankyrin (TRPA) bir alt aileden
olugsmaktadir. Tiim bu TRP katyon kanallar1 heniiz tam olarak karakterize
edilememesine ragmen, birgok insan hastaligi bu kanallarin aktivasyonu ve
inaktivasyonu ile alakali oldugundan bunlara olan ilgi giin gectikce artmaktadir.
Kanal gdzeneginin 5. ve 6. segmentleri arasinda bulunan bir iletken iyon etrafinda
homo veya heterotetromerik diizenlemelerle TRP kanallar1 voltaj-kapih K
kanallarina benzer olarak basit bir yapiya sahiptir (Clapham 2003). Dordiincii
transmembran segmenti ise pozitif yiikli degildir. TRPV N ucu ve TRPV tekrarl
baglayici, ¢oklu ankyrin igerir. TRPC ve TRPM kanallarina ait 6. segmentin C
terminal kismi Nudix alani olarak tabir edilen TRP alan1 i¢erir. TRPM?2 kanallarinda
iyon akist 5. ve 6. segmentler arasinda gerceklesmektedir. Ayrica, TRPM2 ve TRPC
kanallarinin Nudix alanlart ADPR pirofosfataz (ADP-ribozu, riboz 5- fosfat ve
adenozin monosfosfata pargalar ve kanal agilir) enzim aktivasyonu i¢ermektedir.
ADPR pirofosfataz aktivasyonu TRPV kanallarinda yoktur. Buna ilaveten biitiin
TRP kanallar1 ¢ok yonlii diizenleyici protein etkilesim alanlaria sahiptir. Cok yonlii
Protein Kinaz A (PKA) ve Protein Kinaz C (PKC) varsayilan fosforilasyon alan
fonksiyonlar1 tanimlanmis ve kismen test edilmistir. Bir de birka¢ TRP kanallarinda
Phosphatidylinositide 3-kinase SH2- tanima alanlar1 varlig ispatlanmistir (Watanabe
et al., 2008).

TRP kanallar1 ya direkt olarak plazma zarlarindaki Ca*? giris kanallar1 gibi
davranmakta ya da Ca*? giris kanallarinin modiilasyonu icin itici gii¢c olan zar

2

potansiyelini degistiren sitozolik serbest Ca™ kanallarinda degisime yardimci
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olmaktadirlar (Ozgiil ve Naziroglu 2011). Karakterize edilmis tiim islevsel TRP
kanallari - bir istisna olarak TRPM4 ve TRPMS5 disinda - Ca*™ icin gecirgendirler. Bu
durum sadece monovalent (tek degerlige sahip) katyonlar igin gecerli degil, ayn
zamanda Ca™ ve Mg*™ icinde gecerli olacaktir. iki memeli TRPleri, TRPV5 ve
TRPV6, Ca*” ’a ¢ok gegirgendir. TRPM6 ve TRPM7 Mg*? ’a ¢ok gegirgen,
TRPV1I,TRPML1 ve TRPP3 kanallar1 da H® iyonlarma ise cok gegirgendirler
(Nilius, 2007).

TRPM
(melastatin) )

TRPP ) [ TRPV )

(polycystein) (vanilloid)

TRPC f TRPA
(canonical)) (ankyrin) )

TRPML
(mucolipin) )

Sekil 5. TRP iist ailesinin alt1 alt aileden olustugunu gosteren sematik sekil.

2.3.1. TRPM Katyon Kanallar:

TRPM alt ailesinin sekiz tliyesi vardir ve bunlar 4 grup icersinde yer alirlar.
Bunlar; TRPM2/TRPM8, TRPM1/TRPM3, TRPM4/TRPM5 ve TRPM6/TRPM7 dir
(Naziroglu 2007b) (Sekil 6).

Hem TRPM6 hem de TRPM7 fonksiyonel karboksil (-COOH) terminal
serin/treonin kinaz igerirken, TRPM2 ADPR pirofosfataz faaliyeti gosteren
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fonksiyonel NUDT9 homoloji alan: igerir. Ca*®’u ¢ok gecirenden, (TRPM6/TRPM?7)
Ca*'® "u gecirmeyene kadar (TRPM4 veTRPMS5) Ca™® gecirgenligi farklihklar
gosterir. Buna ragmen TRPM1 kanali hari¢ tiim TRPM katyon kanallar1 bu giine
kadar karakterize edilmemislerdir. TRPM4 ve TRPMS5 1siya duyarlh Ca*™ aktif
kanallaridir (Nilius ve arkadaslari, 2007). TRPM2 ADPR, H,0, ve sicaklikla aktif
hale gelir. TRPM3 kanallart TRPM6 ve TRPM7 kanallarina benzer sekilde hiicre i¢i
Mg+2 seviyesi vasitasiyla diizenlenir. Hiicre sismesi gibi baz1 mekaniksel uyarimlarin
TRPM3 kanallarim1 aktive ettigine dair raporlar mevcuttur. (Hara et al., 2002,
Clapham 2007, Nilius et al., 2007, Naziroglu et al., 2007, Yamamoto et al., 2008).
Yakin zamanlarda yapilan bir arastirmaya gore; diislik sicaklikla ve mentol ile aktive
edilen TRPMS kanallarinin hem tekrar viicut sicakligina doniildiigiinde ve hem de
ACA uygulandiginda, 6nemli Ol¢lide kanallarin inaktive oldugu rapor edilmistir

(Naziroglu and Ozgiil 2011)

TRPM1 TRPM4 TRPM6 TRPM2

TRPM3 TRPMS TRPM7 TRPMS

Sekil 6. TRPM kanallar1 dort alt grup olmak iizere toplamda sekiz alt tiyeden

olusmaktadir.

21



2.3.1.1. TRPM2 Katyon Kanallar

2.3.1.1.1. Basit Yapisi

TRPM kanallari, TRP ailelerinin diger iiyeleriyle sinirli miktarda benzerlik
gostermektedir (Kiithn et al., 2005). Bes ve altinci segmentler arasinda bulunan
aciklik ile birlikte toplam alti olasi transmembran agiklik igeren kanalin orta
kesimiyle sinirhidir. Bu temel kanal yapisi, voltaj kapili kanallarin en O6nemli
temsilcileri olan kalsiyuma, potasyuma ve sodyuma gegirgen voltaja duyarli kanallar
basta olmak iizere bir¢ok iyon kanallarinda ortak 6zelliktir (Hofmann et al., 2003).
Her nasilsa, TRPM alt ailelerine ait diger kanallar (TRPM4, TRPMS, TRPMS) bazi
voltaj bagimli kanallarin agilma mekanizmalarina benzemesine ragmen, klasik S4
gerilim sensoriine sahip degillerdir (Nilius et al., 2003, Voets et al., 2004). TRPM alt
familyalarinin tiim {iyelerine ait benzersiz bir Ozellik; yaklasik 700 amino asit
kalintilarinin N-terminal bolgesinde bulunuyor olmasidir. TRPM2 kanallari; C, N
ucu ve bu ikisi arasinda bulunan transmembran bolge olmak iizere toplam ii¢ ana
bolgeden olusmaktadir. TRPM2 kanallarinin en 6nemli 6zelligi bu C ucunda bulunan
ve Nudix bolgesi olarak adlandirilan alanin bulunmasidir ki bu kanallarin agilmasi
icin gerekli kilit yeridir ve kanalin acilmasina olanak saglamaktadir. Kanal
birimlerinin ve/veya zar yapisina uygun montaji i¢in TRPM2 N-terminal kisminin

zaruri oldugu da ileri siirtilmiistiir (Perraud et al., 2003).

2.3.1.1.2. C-Terminal Ucun NUDT9 Homoloji Alam

Onemli benzesimi ile (% 39 sekans kimligi ile (Shen et al., 2003)) insan
niikleozid difosfat baglantili X-tipi motif 9 (NUDT9) ADPR pirofosfataz yapisim
tastyan TRPM2 nin C-terminal alana sahip olmasi onun 6nemli bir 6zelligidir (Hara
et al., 2002, Perraud et al., 2003, Inamura et al., 2003). NUDT9 enzimi substrat
olarak kullandigi ADPR ’un hiicre i¢i uygulanmasi TRPM2 katyon kanallarinin

acilmasina neden olmaktadir (Perraud et al., 2001). Kristal yap1 analizleri ve
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biyokimyasal ¢alismalar; katalitik bir aktivite iceren C-terminal alani ve baglayici
ADPR’u destekleyebilen N-terminal alanin igersinde, insan NUDT9 enziminin
fonksiyonel olarak ayrilabilecegini ortaya koymustur (Shen et al., 2003). Bu etki
alanlarinin mimarisi de TRPM2 nin C-terminal NUDT9-homoloji (NUDT9-H)
bolgesinde bulunmaktadir. NUDT9 ve NUDT9-H arasindaki katalitik sitenin
uzlagsma dizininin karsilagtirilmasi, hem NUDT9’un enzimatik aktivitesi i¢in hem de
TRPM2 kanallarinin agilmasi i¢in kritik 6nem tasiyan hassas amino asit degisikligini

ortaya koymaktadir (Kiihn and Liickhoff 2004, Perraud et al., 2003).

2.3.1.2. TRPM2 Kanallarimin Aktivasyonunda Rol Oynayan Molekiiler

Mekanizmalar

Aktif TRPM2 katyon kanallarinin acilmasi iizerinde ii¢ hiicre dis1 etken
(aktivator) bilinmektedir. Bunlar; Oksidatif stres, ADPR/NAD" metabolizmasi ve
tiimor nekroz faktorii alfa’ dir (Hara et al., 2002). TRPM2 i¢in viicut 1s1s1 endojen bir
ko-faktor gibi davranmasi sebebi ile TRPM2 kanallarinin sicakliga duyarli
olabilecegi de tahmin edilmektedir (Togashi et al., 2006).

2.3.1.2.1. Oksidatif Stres

Stiperoksit, H,O, ve singlet oksijen igeren ROT asirt iretildiginde veya
enzimatik ve non-enzimatik savunma islemleri engellendiginde, mitojenik sinyal
iletimi gibi karmasik siireclerde hiicre habercisi olarak hiicrenin diizenlenmesinde rol
alirlar (Naziroglu 2007a, 2007b). Bircok hiicre i¢i ve dis1t molekiilleri néronal doku
hasarina ve apoptozuna katilabilirken, oksidatif stres iirlinlerinin birikimi, ROT’ un
asir1 liretimi, hiicre hasar1 ve 6liimii i¢in potansiyel bir faktor olarak goriinmektedir
(Ozgiil and Naziroglu 2012).

Oksidatif stres, H,O, uygulamasi bir deneysel oksidatif stres modeli olarak,
TRPM2 akimlart ve ¢esitli hiicre tipleri TRPM2 ile hiicre transfeksiyonu sonrasi

serbest hiicre i¢i Ca*? artigin1 hem pankreas B hiicrelere, hem nétrofil graniilosit ve
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hem de U937 monositlerine indiikler (Naziroglu and Liickhoff 2008b, Inamura et al.,
2003, Heiner et al., 2003, Perraud et al., 2001, Yamamoto et al., 2008). Ancak, H,0,
kaynaklt TRPM2 kanal aktivasyonu icin kesin aracit molekiilleri tespit edilmemistir.
TRPM2’nin ROT duyarliligt NAD" veya mitokondri ve protein oksidasyonu
tizerinden salinan ADPR tarafindan belirlenmektedir (Hara et al., 2002, Wehage et
al., 2002, Guse et al., 2005). H,0, ve cADPR diisiik konsantrasyonlart ADPR ’un
etkisini potansiyalize etmek i¢in ve daha yiiksek konsantrasyonlarda dogrudan
TRPM2 kanalmi agmak igin etkileri olduklar1 ileri stiriilmistiir (Massullo et al.,
2006).

2.3.1.2.2. ADPR, NAD ve cADPR

TRPM2 iizerinden Ca*? girisi ADPR iiretiminin ger¢eklesmesiyle meydana
gelir. ADPR bir mitokondriyal kaynaktan veya poly-ADPR’un alternatif aktivasyonu
tizerinden ortaya ¢ikabilir (Guse et al., 2005).

NAD" *m TRPM2 kanalmi uyardigi bildirilmistir (Hara et al., 2002). Nudix
alam1  indirgenmis niikleozid difosfotazin bir sinifinda oldugu bilinen
pirofosfotazlarin bir uzlagsma boélgesidir (Naziroglu 2007b) (Sekil 3, 7). Aslinda,
NAD" iiriiniinii ve cADPR, kalsiyum serbest riyanodin reseptorleri araciligi ile
uyarilan hiicre i¢i ikincil haberciyi temsil eden ADPR, TRPM2 nudix alanina yapisir
(Naziroglu 2009). TRPM2 tarafindan ADPR hidrolize edilirken, ayn1 zamanda 0 da
TRPM2 yi etkinlestirir. ADPR inflizyonu, patch pipeti yardimiyla TRPM2 akimlarinm
indiikler (Perraud et al., 2001, Hara et al., 2002). NAD" in da TRPM2 kanali
uyardigi bildirilmistir (Hara et al., 2002, Kiihn and Liickhoff 2004, Kiihn et al.,
2005). Yukarida bahsedilen NAD® in TRPM2 kanalmi dogrudan etkiledigini son
daha yakin zamanda yapilan bir ¢alisma ile de desteklenmistir. Dolayisiyla, her iki
calismanim sonuglari; NAD® m TRPM2 kanalin1 uyardigi fikrini desteklemektedir
(Naziroglu and Liickhoff 2008a, 2008b).

Daha once yayinlanmis verilere gore; H,O, tarafindan TRPM2 kanallarinin
acilabilecegi ve bagimsiz ADPR, TRPM2 kanallarim1 a¢mak i¢in Hy0;’i

kullanmasinin miimkiin oldugunu 6ne siiriilmiistiir (Hara et al., 2003, Wehage et al.,
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2002). Ciinkii mitokondri i¢inde biiyiik 6l¢iide TRPM2 aktivasyonu H,O; araciligiyla
ADPR konsantrasyonunun artirildigi, H2O2’nin  kanal agma mekanizmasinin
mitokondride ADPR’i sentezlemek i¢in oksidatif strese ihtiya¢ duydugu
kanitlanmigtir. Fakat, son zamanlarda yapilan caligmalar géstermektedir ki; H»O,
mitokondride ve ayni zamanda ADPR’ nin potansiyalize ko-faktoriiniin bir
fonksiyonu olarak ADPR’ nin serbest birakilmasini baslatirken, H,O, TRPMZ2
kanalin1 harekete gecirmek i¢in kendi kendine yeterli uyaricilar olusturabilmektedir
(Kolisek et al., 2005, Ozgiil and Naziroglu 2012). Yine son zamanlarda yapilan bir
caligmaya gore, Whole Cell (tiim hiicre) yontemiyle alinan kayitlarda TRPM2
aktivasyonu H,O, tarafindan goreli hizli oldugundan ve alinmis zar yamalarindaki
karisim tek kanalli faaliyetleri tetiklediginden ve H,O; aracili TRPM?2 aktivasyonu
dogrudan bir kanal agma mekanizmasi olarak goriindiigii rapor edilmistir (Naziroglu
and Liickhoff 2008a). Hiicrelerin bulundugu patch ¢emberine H,O, eklendikten
sonra hiicre inside-out (i¢i disarida) kayitlart alinip, hiicre i¢i tampon ile yikandiktan
sonra, HyO, tekrar verildiginde, kanalin hiicre i¢i bileseni olmamasina ragmen
H,O2’nin ikinci bir yOnetimiyle tekrar kanalin etkinlestigi gozlemlenmistir. Bu
deneyimden yola ¢ikarak alinmis zar yamasinda gozlenen tek kanal aktivitesi biiyiik
olasilikla dogrudan kanal agma mekanizma kaynakli oldugu sonucu g¢ikmaktadir
(Naziroglu and Liickhoff 2008a).

TRPM2 aktivasyonu iizerinde metodolojik problemler NAD®, ADPR ve H,0,
sebebiyle farkli raporlarin verilmesine neden olmustur. Ornegin; daha énce yapilan
bir ¢alismadaki (Wehage et al., 2002) bir ifadede “human embryonic kidney 293
(HEK293)” hiicreleri kullanilarak, H,O; tarafindan indiiklenen TRPM-C nin varyant
ek yeri karakteristik akimlar yoluyla gosterildi. Daha sonraki deneylerde, yeterli bir
tutarlilik ile TRPM2 vahsi bir tipinin kullanildigr “Chinese hamster ovary (CHO)”
hiicrelerinde, H,0, ile kanallarin uyarimi ¢ogu arastirmacilarca miimkiin olmasina
ragmen NAD" ile uyarabilen ¢alismalarda mevcuttur (Kolisek et al., 2005).

H,O,, ADPR ve metabolitleri ile TRPM kanallarinin  aktivasyonu
calisilmasinda farkli hiicre tiplerinin kullanilmasi ikinci bir farkli sorunu ortaya
cikarmaktadir. Ote yandan TRPM2’nin endojen ifadesiyle birlikte hiicrede, H,0
tarafindan kanal aktivasyonu goriiniir. Ornegin, HEK293 hiicrelerinde (Hara et al.,

2002, Wehage et al., 2002), CHO hiicrelerinde (Naziroglu et al., 2007), GRI-GI rat
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insiilinoma hiicrelerinde (Fonfria et al., 2005) ve AKG hiicrelerinde = TRPM2
kanallar1 H,O, tarafindan aktive edilebilmektedir (Ozgiil and Naziroglu 2012). Fakat
insan noétrofil graniilosit hiicrelerinde H,O, TRPM2 kanalini aktive edememektedir
(Heiner et al., 2003). Kolisek ve ark. (2005) HEK293 hiicrelerini kullanip, cADPR
tarafindan agilan TRPM2 kanalinin, bu bilesik tarafindan uyarildigin1 gézlemlediler.
Sonra, bu rapor sonuglari Gasser ve ark. (2006) tarafindan desteklenmis ve Jurkat
hiicrelerinde TRPM2 kanallart cADPR tarafindan agilmistir. Fakat, daha yeni bir
calisma noétrofil graniilositlerinin  sonuglarini desteklemedigini ve cADPR’nin
uyarimiyla TRPM2 kanallariin a¢ilmadigini rapor etmiglerdir (Heiner et al., 2006).

ADPR bagimli kanal agilimina bagli olarak; hem dogal hem yapay olmak iizere
cesitli gruplarin TRPM {izerindeki calismalarda uyumlu sonuglar vermistir. Ciinkdi,
ADPR’un diisiik konsantrasyonlarinin hiicre i¢i uygulanmasindan sonra tam
uzunlukta TRPM?2 kanallar sifir gecikme ile agilmistir (Naziroglu et al., 2011a).
Dahasi, kanalin maksimum ac¢ilma seviyesinin yarist i¢in gerekli olan ADPR
konsantrasyon miktari, TRPM2 nin hem NUDT9 ADPRase hem de NUDT9-H yapisi
ile benzerlik gdstermektedir. Bu bulgular ADPR un kanali dogrudan agtigin1 ortaya
koymaktadir. ADPR ve TRPM2 arasindaki bu etkilesime sebep olan seyin NUDT9-
H alan1 oldugu kanitlanmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. TRPM2 kanallarinin, 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 olusur. Bu
poli ADPR ise poli- ADPR glikohidrolaz (PARG) enzimi vasitasiyla ADPR doniisiir.
2. NAD" CD38 reseptoriinde bulunan NADase enzimi yoluyla, 3. NAD" dan siklik
ADPR (cADPR) olusur ve bundan da 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 (Naziroglu 2011).

2.4. Patch-Clamp (Yama-Mentese) Teknigi

19. Yiizyilda baz1 bilim insanlari, canli hiicrelerinin hayatsal faaliyetlerini
gerceklestirebilmeleri i¢in, azda olsa i¢ dinamiklerinde kii¢iik voltaj degisimlerin
olabilecegini ve bunun diisiik seviyelerde elektrik akimlarina yol agabileceklerini
diistiniip, 6zellikle kurbagalar iizerinde, bu degisimleri gézleyebilmek adina teknikler
gelistirip, deneyler yapmislardir. Bu deneyler sonucunda elektriksel uyarima maruz
birakilan kurbaga iskelet kaslarinda kasilmalar gézlemlemislerdir (Molleman 2003).

Alan Lloyd ve Andrew Huxley’in miirekkep balig1 dev aksonunda yaptigi bir ¢alisma
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sonucunda, uyarilabilir hiicre zarlarinin biyofiziksel 6zelliklerini aciklayan bir model
ortaya konulmustur (Hodgkin and Huxley 1952). Daha sonralar1 gelisen teknoloji ile
beraber hiicreye temas edebilen, hiicrede meydana gelen akim degisimlerini ve voltaj
desarjlarini Olgebilecek pipetler gelistirmek ve liretmek miimkiin hale gelmistir. Bu
mikropipet adi verilen cihazin sistemlestirilerek iic boyutta hareketi saglayan
cihazlarla, hiicrelere rahatlikla temas etmesini saglayan cihazlar biitliniine yama-
mentese sistemi denilmektedir. Bu sistem sayesinde hiicre zarinda bulunan iyon
kanallarindan gecgen iyonlarin, gerek hiicre i¢i gerek hiicre disinda meydana gelen
biyopotansiyel degisimlerini, olusan elektriksel akimlari 6lgmek ve gozlemlemek
miimkiin hale gelmistir (Neher and Sakmann 1992, Sakmann and Neher 1984, 2009).

Yama-mentese yonteminin temel prensibi; ¢ap1 yaklasik olarak 1-5 um capinda
olan bir mikropipet ucu ile hiicre zar1 arasinda miihiir olarak tabir edilen siki bir
yapigsma saglanmasinin ardindan pipet ucu icerisinde kalan hiicre zar1 pargasinda
bulunmasi1 muhtemel olan iyon kanal akimlarinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Pipet
ucu ile hiicre zar1 pargasi arasinda olusan miihiir (seal) boyunca ilk etepta 50 MQ’luk
bir diren¢ meydana gelmektedir. Pipete uygulanan negatif basing (emme) sayesinde
bu direng 1-10 GQ’a ulagmaktadir. Olusan bu siki yama ‘gigaseal’ olarak
adlandirilmaktadir. Bu sistem genel olarak ‘voltaj kenetleme’ olarak
tanimlanmaktadir. Voltaj kenetleme tekniginde, zar potansiyeli belirli bir degere
kenetlenerek zar boyunca olusan elektrik akimi Ol¢lilmektedir (Sekil 8). Yama-
mentese (Patch-clamp) teknigi voltaj kenetleme tekniZinin gelistirilmis halidir.
Zaman icerisinde gelistirilen bu yontem sayesinde hiicre zar1 iizerinde bulunan belirli
bir bolgeden veya tek bir iyon kanalindan elektrik akim kaydi alabilmek miimkiin
hale gelmistir. Bu yontem ilk defa Erwin Neher ve Berk Saakman tarafindan asetil-
kolin ile aktive edilebilen hiicrelerden aldiklar: tekli kanal kayitlari ile kullanima

sokulmustur.
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Sekil 8. Patch mikropipetinin hiicre zarma temasi ve hiicre tizerinde bulunan iyon
kanallarmin gosterimi.

Yama-mentese tekniginin; hiicre lizerinde (on-cell, cell-attached), tiim hiicre
(whole-cell), igi-disarda (inside-out) ve disi-disarida (outside-out) olmak {izere 4
farkli konfigiirasyonda uygulanmasi miimkiindiir (Sekil 9). Yapilacak c¢alismanin
niteligine gore bunlardan birinin se¢ilmesi miimkiindlir. Asagida bu

konfigiirasyonlara kisaca deginilmistir.

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

Hiicre {lizerinde yoOntemi tam bir yama mentese teknigidir ve en temel
uygulamasidir. Mikropipet yardimiyla hiicre zarna temas edilir ve pipete emme
uygulanarak bu konfigiirasyon elde edilir. Mikropipet igerisine ekstraseliiler tampon
cozeltisi doldurulmalidir. Bu konfiglirasyonda ekstraseliiler olarak uygulanan
hormon veya kimyasal maddelerin mikropipet ile yakalanan hiicre zar1 parcasinda
bulunan iyon kanal akimlari {izerine etkisinin Olclilmesi miimkiindiir. Kayit
esnasinda pipet halen hiicre ile temas ettiginden hiicre i¢i organellerin kanal {izerine

olan etkileri devam etmektedir.
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2.4.2. Tiim Hiicre (Whole-cell)

Mikropipet ile hiicre {izerinde konfigiirasyonu olusturulduktan sonra pipete
hafif bir emme uygulanir. Sonunda; mikropipetin, hiicre zarini tuttugu boélgeden
plazma membranini yirtmasiyla olusturulur. Mikropipet igerisine, intraseliiler tampon
¢ozeltisi doldurulmalidir. Bu konfigiirasyon ile hiicre dis1 hormonlarin plazma zar
tizerinde bulunan tiim kanal akimlar1 tizerine olan etkilerinin incelenmesi
miimkiindiir. Yani alinan kayit, bir hiicrenin tiim kanallariyla verdigi cevabin bir
gostergesidir.  Hiicre lizerinde konfiglirasyonunda oldugu gibi pipet hiicreden
tamamen ayrilmadigi icin kayit esnasinda hiicre i¢i organel ile kanal etkilesimi
devam etmektedir. Ozellikle, alyuvarlar gibi ¢ap1 5-20 um arasinda olan kiigiik ¢aplh

hiicrelerden kayit almak i¢in kullanilan en uygun yama-mentese konfigiirasyonudur.

2.4.3. i¢i-Disarida (Inside-out)

Mikropipet ile hiicre iizerinde (cell-attached) konfigiirasyonu olusturulduktan
sonra pipete hafifce geriye dogru cekilirse pipetin ucunda hiicre zarina ait fakat
zardan bagimsiz bir yama kalir. Boylece hiicre zarinin hiicreler arasi bosluga bakan
yiizli, mikropipetin igerisinde bulunan siviya temas ederken intraseliiler ortama
bakan yiizli, banyo ortamina temas etmektedir. Bu nedenle, hiicre iizerinde
konfigiirasyonunda oldugu gibi, mikropipet igerisine ekstraseliiler tampon ¢ozeltisi
doldurulmalidir. Kalsiyum ve cAMP gibi intraseliiler ikincil habercilerin, izole
edilmis zar parcasinda bulunan kanallar {izerine etkilerinin arastirilmasi igin
kullanilan bir yontemdir. Hiicre i¢i organeller olmaksizin iyon kanallarinin gesitli
kimyasallara kars1 verdigi cevaplarin anlasilmasi i¢in kullanilan 6nemli bir arastirma

metodudur.
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2.4.4. Dis1-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 ici
organellerden bagimsiz bir arastirma olanagi saglamaktadir. Boylece hiicre zarinin
hiicreler arasi bosluga bakan yiizii, banyo ortamina temas ederken, intraseliiler
ortama bakan ylizii, mikropipetin igerisinde bulunan siviyla temas etmektedir. Bu
nedenle tiim hiicre konfigiirasyonunda oldugu gibi mikropipet igerisine, intraseliiler
tampon c¢ozeltisi doldurulmalidir. Hormonlarin ve bazi kimyasal maddelerin izole
edilmis zar pargasi igerisinde bulunan iyon kanal akimlar1 iizerine etkisinin

arastirilmasi icin kullanilan bir yontemdir.

A B
3 INSIDE-OUT
PATCH

WHOLE-CELL
CLAMP

OUTSIDE-QOUT

PATCH

Sekil 9. Patch clamp tekniginde kullanilan dort farkli konfigiirasyonunun sematik
gosterimi.
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2.4.5. Yama-Mentese Setini Olusturan Temel Malzemeler

1. Inverted Mikroskop (Floresans): Bu tip mikroskoplarda; normal 151k
mikroskobunun aksine objektifler mikroskop tablasinin altina yerlestirilmis
durumdadir. Bu durum hem hiicrelerin goriintiilenmesi hem de pipetin hareket
kabiliyeti ve alaninin artirilmas1 adina ¢ok énemli avantajlar saglamaktadir. Uzerinde
bulunan floresans ekleme ile floresan 151k yayan hiicrelerin goriintiilenmesi
miimkiindiir (Resim 1).

2. Mikromanipiilator: Yama-mentese deneyleri esnasinda inverted mikroskop
ile hiicreler tespit edildikten sonra mikroskobun makro ve mikro vidalari ile bir daha
oynanmamalidir. Mikropipetin ucunu hiicre zarina temas ettirebilmek icin ii¢ boyutlu
(6ne-arkaya, saga-sola ve yukari-asagi) hareket ettirilmesini  saglayan
mikromanipiilatorler kullanilmaktadir (Resim 1).

3. Perfiizyon sistemi: Yama-mentese deneyleri esnasinda hiicrelerin
yerlestirildigi ve ¢ember adi verilen, ortama sivi alig-verisini saglayan sistemdir.
Deneyler esnasinda kullanilacak ¢ozeltilerin bulundugu hazneler ¢gember hizasindan
daha yiiksek bir seviyeye konuslandirilmistir. Bu hazneler ince hortumlar vasitasiyla
¢embere baglanmis durumdadir. Haznelerin ¢ember seviyesinden daha yiiksekte
olmast nedeniyle yer c¢ekimi etkisiyle ¢embere dogru dogal bir sivi akisi
saglanmaktadir. Sivinin akis hizi, haznelerin hortumlara baglandigi noktalara
yerlestirilen musluklar sayesinde kolayca kontrol edilebilmektedir. Cembere
gonderilen sivi, yliksek basing nedeniyle hiicrelere ve tasma nedeniyle objektiflere
zarar verebilir. Bu nedenle gonderilen sivinin diger taraftan aymi hizla tahliye
edilmesi gerekmektedir. Bu islemi sivinin iki yOnlii hareket etmesini saglayan
peristaltik pompa ile gergeklestirmek miimkiindiir. Bazi sistemlerde; sivinin ¢embere
gonderilmesinde  ve  tahliye edilmesinde sadece peristaltik  pompalar
kullanilabilmektedir (Resim 1).

4. Faraday Kafesi: Iletken malzemeleri olusturan atomlarin en dis
yorlingelerindeki degerlik (valans) elektronlari, atomlarindan kolayca ayrilarak
hareket etme yetenegine sahiptirler. Dolayistyla; kapali bir ylizeye sahip olan iletken
bir cisim, elektrik alan1 igerisine yerlestirildiginde bu elektronlar, iletkenin

igerisindeki elektrik alani sifirlanincaya kadar hareket eder ve bir ‘yeniden dagilim’a
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ugramaktadirlar. Elektrik alanin sifirlanmasiyla birlikte, hareket etmelerinin
gerekcesi ortadan kalkmig 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 gercgeklestirilebilir. Ag gozii sikligi ve
topraklama kalitesi korumay1 arttirir. Faraday kafesi sayesinde disaridaki elektrik
alan kafesin icine etki edemez. Boylece yama-mentese deneyleri esnasinda saglikli
kayitlar alinmasi saglanir. Kafesin islerligi i¢in iletkenlerin iyi topraklanmis olmasi
gerekmektedir (Resim 1).

5. Sarsinti Onleyici Masa: Yama-mentese deneyleri hiicre ile pipetin temas
etmesine dayanan, ¢alisma esnasinda yiiksek hassasiyet gerektiren bir yontemdir.
Calisma esnasinda hiicre ve pipeti géormemizi saglayan mikroskop ve pipetin
hareketini saglayan mikromanipiilatér sistemi sarsinti Onleyici masa {izerine
sabitlenmis halde bulunmaktadir. Calisma esnasinda olusabilecek en kiigiik sarsinti
bile hiicre ile pipet arasinda kurulan temasin kopmasina neden olabilmektedir. Bu
nedenle darbe emici Ozel sistemlerle donatilmig, sarsinti Onleyici bir masanin

kullanilmasi bu sistemin olmazsa olmazlarindandir (Resim 1).
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Resim 1. Patch-clamp (Yama-mentese) seti genel ve yakindan goriiniimleri (inverted
mikroskop, Motorize manipiilatéor ve kumandasi, Is1 kontrollii ¢ember, Titresimi
Onleyici masa, Faraday kafesi ve perfiizyon sistemi).

2.4.6. Pipet Yapicisi

Yama mentese setinde kullanilan mikro pipetler, iiretici firma tarafindan i¢i bos
silindir tiip seklinde gelmektedir. Bu tiipleri sivrilterek hiicre zarina temas edebilecek
duruma getiren alet ise pipet yapicist (pipet puller) cihazidir. Resim 2 de de

goriildiig gibi pipet yapicisinin i¢inde bulunan pipet oluklarina, pipet yerlestirilip,
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aygitin ortasinda bulunan, 1s1l islem uygulamasina yarayan igi bos kare seklinde olan
tungsten rezistansin ig¢inden gecirilecek sekilde ileriye dogru siiriilerek, oluk
kollarinda bulunan kiskaglar sikilip, sabitlenir. Daha sonra, 6nceden ramp testi
yapilan cihazin 1s1 ayarlar1 kullanilarak pipet yapimi islemi baslatilir. Pipet yapimi
esnasinda, pipetin ortasi 1sitilirken, ayni anda oluklarda sikistirilmis pipetin her iki
tarafina, ayn1 dogrultuda fakat zit yonlerde de ¢ekme kuvveti uygulanir ve pipet 1s1,
kuvvet etkisiyle yavas yavas ortasindan incelmeye baslayip, hiicreye temas
edebilecek oOlgiilerde sivrilir. Cihazda bulunan hava sogutma sistemi yardimiyla pipet

ici boslugu, pipetin en sivri yerinde bile kapanmaz, bosluk olarak kalir. Bu da

hiicreden kayit alabilmek i¢in elzemdir (Naziroglu et al., 2011a).

Program Ekrani il Pipet Kiskaglari

SUTTER INSTRUMENT CO. - Program
Ayar Tuslan

e - 4
N =
1 «<, Isi Resistansi
.

Resim 2. Mikro pipet yapicisi genel goriiniimii (Cihaz programi ayar tuslari, pipet
oluklari, pipet kiskaglari ve tungsten 1s1 rezistanst).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

Inverted floresan mikroskop: Zeiss, Axiovert 40 CFL (Almanya)
Yiikselte¢c: HEKA, EPC-10 (Almanya)

Mikromanuplator: Luigs and Neumann (Almanya)

Is1 kontrollii gember ve ¢ember tablasi: Luigs and Neumann (Almanya)
Pipet yapici (Puller): Sutter Instruments (ABD)

Borosilikat tiipler: Sutter Instruments (ABD)

Peristaltik pompa: Ismatec (Isvicre)

Faraday kafesi: SDU metal atélyesi (Tiirkiye)

Sarsimnti dnleyici sehpa: SDU metal atdlyesi (Tiirkiye)

Sogutmali santrifiij: Kubota (Japonya)

Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Isvicre)

Vorteks: Nitve NM 100 (Tiirkiye)

Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Select BioProducts (ABD)
Sarjli pipet: Hirschmann (Almanya)

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

Manyetik karistirici: Niive (Tiirkiye)

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

Kiiltiir flaski: Cell Star, Greiner bio-one (Almanya)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

N-asetil sistein, Hiisnii Arsan ilaglar1 A.S. (Tiirkiye)
N-Methyl D-Glucamine (NMDG), Sigma (Almanya)



2-Aminoethyl diphenylborinate (2-APB), Sigma (Almanya)
Hidrojen Peroksit (H,0O,), Sigma (Almanya)

HAM’S F12 Medium (1X), Biochrom KG (Almanya)
Trypsin-EDTA Soliisyonu (% 0,25), Sigma (Almanya)
Cesium hydroxide monohydrate, Sigma (Almanya)

EDTA, Merck (Almanya)

EGTA, Merck (Almanya)

DMSO ( Dimethyl sulphoxide) Hybri-Max, Sigma (Almanya)
Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (10X), Biochrom (Almanya)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma (Almanya)
Sodyum hidroksit (NaOH), Riedel-de Héen (Almanya)
HEPES, Sigma (Almanya)

Sodium Chloride, Merck (Almanya)

Potasium Chloride, Merck (Almanya)

Calcium Chloride, Merck (Almanya)

L-glutamic Acid, Merck (Almanya)

3.2. Yontem

3.2.1. Sican Arka Kok Gangliyon (AKG) Hiicreleri izolasyonu

AKG hiicreleri 12—-14 haftalik siganlarda, inhalasyon anestezisi isleminden
sonra dekapitasyon islemini takiben vakit kaybedilmeden sirt omurlar1 bir biitiin
halinde ¢ikarildi. Sirt omurlar kas dokusundan olabildigince ayrilarak silikonla kapl
O0zel yerine hareket etmeyecek sekilde yerlestirildi. Hiicrelerin canliligim
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 iizerinden olacak sekilde esit iki parcaya
ayrilmaya ¢alisildi. Spinal kord ve iizerindeki zar stereo mikroskop altinda
yerlestirildigi alandan dis kisma alindi, bu sirada spinal kord ile sinir gruplarin

baglantis1 koparilmamaya 6zen gosterildi. Her iki vertebra arasinda bulunan hiicre
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yumaklart ince uglu pensler vasitasiyla yerlerinden alinarak igerisinde antibiyotikli
medyum bulunan petri kaplarima konuldu. Biitiin hiicre yumaklar1 alindiktan sonra
igerisinde antibiyotikli medyum bulunan petri kutusu sterio mikroskop altina alinarak
hiicre yumaklarinin gangliyon uzantilar1 kesilerek ayrildi. Ve bir saat siiresince
inkiibatérde (37 'C ve %5 CO,) kollejenazli soliisyon (% 2.5) igerisinde bekletildi.
Bir saat sonunda mekanik pargalama islemine gegilerek; sirasi ile 1 mL hacimli pipet
uclart ile daha sonra 200 puL pipet uglar1 ile ve en sonunda da steril insiilin
ignelerinden gegirilerek mekanik pargalama islemi tamamlandi. Bu islemlerin
ardindan gerekli inkiibisyonlar yapildiktan sonra hiicreler elektrofizyolojik kayitlar
alinmak iizere patch ¢gemberine konuldu.

Birinci Grup (Kontrol Grubu): Onceden Hazirlanmigs DMEM medyumu ile
AKG hiicreleri inkiibe edildi ve medyuma hicbir sey ilave edilmedi. Daha sonra ise
H20, ile uyarim yapilarak elektrofizyolojik kayitlar alindi.

ikinci Grup (BSO Grubu): AKG hiicreleri 0,5 mM BSO ile 24 saat inkiibe
edildi. Daha sonrasinda, HO; ile uyarim yapilarak elektrofizyolojik kayitlar alindu.

Uciincii Grup (NAC Grubu): AKG hiicreleri 2 mM NAC ile 3 saat inkiibe
edilerek, H,0O, ile TRPM2 kanallarinin aktive olmasina ¢alisildi ve elektrofizyolojik
kayitlar alindu.

Dordiincii Grup (NAC+BSO Grubu): Bu gruptaki AKG hiicreleri 0,5 mM
BSO ile 24 saat inkiibe edildikten sonra 3 saat daha 2 mM NAC ile inkiibe edilip,
yine H,O; ile uyarim yapilarak elektrofizyolojik kayitlar alindu.

Besinci Grup (BSO+NAC Grubu): AKG hiicreleri 3 saat 2mM NAC ile
inkiibe edildikten sonra 24 saat 0,5 mM BSO ile inkiibe edildi. Ve sonunda da H,0O,

ile uyarim yapilarak elektrofizyolojik kayitlar alindi.

3.2.2. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Yama-mentese deneylerinde kullandigimiz tampon ¢dozeltiler, asagidaki
tablolarda belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Coziicli olarak tiim ¢ozeltilerde ultra
distile su kullanildi. Cozeltilerin osmaolaritesi 310 mosmol/l olacak sekilde ayarlandi

(Tablo 1, 2, 3).
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Tablo 1. Normal ekstraseliiler tampon ¢ozelti hazirlama protokoli

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mM)
NaCl 140
MgCl,.6H,0; 1
CaCl,.2H,0, 1

KCI 5

Hepes 10
D-Glukoz.H,0; 10

pH KOH ile 7,4 e ayarlandi.

Tablo 2. NMDG’li ekstraseliiler tampon ¢6zelti hazirlama protokolii

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mM)
NMDG 150
MgCl,.6H,0; 1
CaCl,.2H,0, 1
Hepes 10
D-Glukoz.H,0, 10

pH HCl ile 7,4 e ayarlandu.

Tablo 3. Hiicre i¢i tampon ¢6zelti hazirlama protokolii

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mM)
L-Glutamik Asit 145

NaCl 8
MgCl,.6H,0, 2
CaCl,.2H,0, 107

Hepes 8

EGTA 10

pH sezyum hidroksit (CsOH) ile 7,2 ye ayarlanda.
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Ilk olarak, Biitiyonin siilfoksimin (BSO), dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde
¢oziindiiriildiikten sonra, normal ekstraseliiler tamponla sulandirilarak depo soliisyon
elde edildi. Yukarida bahsedildigi gibi, elde edilen stok soliisyondan alinarak
hiicrelerin i¢inde bulundugu medyuma BSO nun son konsantrasyonu 0,5 mM olacak
sekilde yama-mentese deneyler baslamadan 24 saat dncesinden ilave edildi.

Elimizde bulunan N-asetil sistein (NAC) zaten solusyon seklinde oldugundan
dogrudan hiicrelerin i¢inde bulundugu medyuma, son konsantrasyonu 2 mM olacak
sekilde yama-mentese deneyleri baglamadan 3 saat 6ncesinden ilave edildi.

2-APB’nin ¢oziinebilir formunun hazirlanmasi ve uygulanisi:

Oncelikle DMSO igerisinde ¢dzdiiriilen 2-APB’nin stok soliisyonu (100 mM)
hazirlandi. -33 °C’ de dondurucuda saklandi. Yama-mentese deneyleri 6ncesinde
stok soliisyon son konsantrasyon 0,1 mM olacak sekilde normal ekstraseliiler tampon

igerisinde taze olarak ¢ozdiiriildii.

3.2.3. Yama-mentese (Patch-clamp) Deneyleri

Tiim hiicrelerden EPC 10 USB (HEKA, Lamprecht, Almanya) yiikseltecinin
bagli oldugu patch master USB yazilimina sahip bir bilgisayar yardimiyla yama-
mentese tekniginin tim-hiicre konfigiirasyonu kullanilarak kayitlar elde edildi. Tiim
kayitlar oda sicakliginda (23-26°C) alindi. Kayit esnasinda hiicrelere temas etmek
icin; dis ¢ap1 1,5 mm, i¢ cap1 0,86 mm ve uzunlugu 10 cm olan borosilikattan
yapilmig tiipler kullanildi (Sutter Instrument, Novato, ABD). Istenen cap ve
direngteki (2-10 MQ) uca sahip mikropipetler elde etmek icin pipet yapici (puller)
kullanildi (Sutter Instrument, Novato, ABD).

Tiim gruplar i¢in alinan kayitlarda, mikropipetin icerisine normal intraseliiler
tampon ¢ozeltisi dolduruldu. Pipet icerisinde hava boslugu kalmamasi i¢in; parmak
ile duvarlarina ¢ok hafifce vuruldu. Mikropipet, kayit elektrotunun tizerine kilif gibi
giydirilerek sikistirildi.  Kiiltiir kab1 igerisinde bulunan AKG hiicreleri patch
cemberine alindi. Hiicrelerin {izerine 1 mL normal ekstraseliiler tampon c¢ozeltisi
eklendi. inverted mikroskop (Zeiss, Axiovert 40 CFL, Germany) ile hiicreler tespit
edildi. Mikromanipiilator yardimiyla pipet kayit ortamina daldirilarak veriler patch
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master (HEKA, Lamprecht, Almanya) yazilimi sayesinde bilgisayar ekranindan
izlendi. Pipetin direnci kaydedildi. Hiicre zarina temas edene kadar mikropipet
ilerletildi. Hiicre zar1 ile temasin saglandigi hem mikroskop altinda gozle goriilerek
hem de bilgisayar ekranindaki anlik direng degisiminden kontrol edilerek
kesinlestirildi (Resim 3, 4). Perflizyon sistemi ile pipete hafif bir emme uygulanarak
pipet ile hiicre zar1 arasinda ‘gigaseal’ (1-10 GQ) diye tabir edilen siki miihiir
olusumu saglandi (Resim 5, 6). Hiicre zar1 potansiyeli -60 mV’a kenetlendi. Ve
sonrasinda pipete bagli bulunan vakum hortumu yardimiyla daha fazla vakum
yapilarak, pipet icine sikigmis hiicre zar1 parcasinin koparilmasi saglandi. Ve boylece
hiicre tiim hiicre (whole cell) konfigiirasyonu pozisyonuna ge¢mis oldu. Hiicrenin ig¢
ve dis ortamlarinda, farkli konsantrasyonlarda bulunan iyonlarin, iyon kanallari
araciligiyla gecisi esnasindaki akim degisimlerini 6lgmek i¢in kullanilan ve yama
mentese teknigi sisteminin bilgisayarinda bulunan patch master programi ile akim
degisimleri olgiildii. Peristaltik pompa (Ismatec, Isvigre) ile ¢cemberdeki sivi bir
yandan tahliye edilirken ayni hizda diger taraftan da perfiizyon sistemi ile 10 mM
H,0, cemberde bulunan hiicreler iizerine (Sekil 10 de gosterilen kayit harig)
gonderildi. Bu sekilde hiicreler uyarilarak TRPM2 kanallariin aktivasyonu
saglanmaya calisildi. Kanallarin agilmasin1 miiteakiben kanal aktivitesi belirli bir
platoya ulasincaya kadar beklendi. Beklenen plato olustugunda; kanallar1 inaktive
ettigine dair Dbildirimler olan 0,lmM konsantrasyonundaki 2-aminoethyl
diphenylborinate (2-APB), H,O;’nin goénderilmesine benzer sekilde g¢embere
gonderildi (Togashi et al., 2008, Naziroglu et al., 2011a). Son olarak hiicrelerimizin
canliligindan emin olmak tizere NMDG’li ekstraseliiler tampon ¢ozelti ¢embere
gonderilerek kayda devam edildi. Canliligi devam eden hiicrelere tekrar sirasiyla

H20,, 2-APB ve NMDG uygulamalar1 yapilarak kayit sonlandirildi.
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Resim 3. Yama-mentese teknigi ile gigaseal (siki miihiir) olusturulmus AKG
hiicrelerinin mikroskobik gortiniimii.

Resim 4. Yama-mentese setinde, mikropipetin hiicrelerin bulundugu solusyona
girdigi anda, patch-master programinin gosterdigi osiloskop ekrani ve pipetin direnci
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Resim 5. Mikropipetin AKG hiicresine temasindan sonraki, programin gosterdigi
osiloskop ekrani

Resim 6. AKG hiicresiyle ve mikropipet arasinda olusan miihiirii (gigaseal) gosteren
ekran goriintiisii.
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3.3. Etik Kurul izni

Calisma protokolii Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul (HADYEK) tarafindan 18.01.2011 tarihinde uygun bulunmustur
(Protokol No: 18.01.2011-05).

3.4. istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verildi. Arka kok gangliyon hiicrelerinde ¢alisilan bilimsel degerlerin
aritmetik ortalama degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows 9.05 lisansh
paket bilgisayar programi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Gruplarda
istatistiksel onem varligi Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Tiim istatistiki

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

4.1. Kontrol Kaydi Sonucu

Ilk kayitta, hicbir inkiibisyon ve uyarim yapmaksizin alinan yama-mentese
kaydidir ki, calismanin kontrol kaydini olusturmaktadir.

Sekil 10 da da goriildiigii gibi higbir uyar1 yapilmaksizin AKG hiicresinden
alinan kayitlarda, akim olugmayip, diiz bir kayit alinmistir. Kontrol kayitlarina ait
olan akim yogunlugu degerlerinin ortalamas1 4,69 pA/pF (n=18) olarak
hesaplanmistir (Sekil 16).

TH.
0,0 m— NMDG
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£ 01
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Zaman (s)

Sekil 10. H,;0O; ile uyarim yapilmamis sigan AKG hiicrelerinden yama-mentese
yontemiyle TRPM?2 kanallarindan alinan tiim-hiicre kaydi (T.H. tiim hiicre)

4.2. Kontrol Grubu Kaydi Sonucu

Sekil 11 de gozlemlendigi tizere, kontrol grubu kaydinda sadece H,0, ile
uyarim sonucunda yaklasitk 200 saniye sonra negatif yonde akimin arttig
gozlemlenerek TRPM2 katyon kanallarinin 0,68 nA seviyelerinde agildigi
gozlemlenmis. Kanallar acildiktan sonra daha fazla agilma olup olmayacagi belirli
bir siire beklenilip, grafigin platoya gelmesi saglandiktan sonra, kanallar1 inaktive
edildigi diisiiniilen 2-APB maddesi verilerek kanal akimlarinin 6nemli dSlgiide
azalttig1 gozlemlenmistir. Ve tam kanallarin kapatilmasi, fiziksel kapatici olarak

bilinen NMDG" li solusyonla gergeklestirilmistir. Tam kapanma sonrasinda yukarida
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anlatilan basamaklar tekrar uygulanip birbirine paralel grafik elde edildigi
gozlemlenmistir. Buna bagli olarak sabit voltaja gére akimin degisimi grafigi sekil
11de I-V grafigi olarak da gosterilmistir. Yani sekil 11 ile I-V grafigi ayn1 kaydin
farkl1 iki goOsterimidir. Kontrol grubu kayitlarina ait olan akim yogunlugu

degerlerinin ortalamas1 78,58 pA/pF (n=12) olarak hesaplanmistir (Sekil 16).
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Sekil 11. H,0; ile uyarim yapilmis AKG hiicrelerinden yama-mentese yontemiyle
TRPM2 kanallarindan alinan tiim-hiicre kaydi. I-V ayni1 kaydin akim voltaj
degisikligini gosteren grafik. Her iki grafik i¢in, 1 H»O, ile TRPM2 kanallarinin
acilisini, 2 NMDG ile kanallarin kapanisinin gésterimi (T.H. tiim hiicre).
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4.3. BSO Grubu Kaydi Sonucu

Sekil 12 de de gosterildigi tizere, BSO ile 24 saat inkiibe edildikten sonra AKG
hiicreleri yine yama mentese ortaminda H,0, ile uyarimi neticesinde, TRPM2 katyon
kanallarinin, kontrol kayitlarina (Sekil 11) kiyasla c¢ok daha fazla acildig
gozlemlenmis ve akim zaman grafiginde de goriildiigii iizere biyopotansiyel akim
degisiminin 1,1 nA seviyelerinde seyretttigi gozlemlenmistir. Bunun sebebi olarak
ise BSO nun hiicre i¢i GSH seviyesini azaltmasiyla, hiicre i¢i serbest radikallerin
cogalmasina baglh olarak, kanallarin ¢ok daha fazla agilmasina sebep oldugu
goriilmektedir. Kayit alma esnasinda akimin artik degismedigi yani bir platoya
ulastig1 dakikada kapatict olarak 2-APB (0,1 mM) verilmis ve katyon kanallarini
kismen kapattigi gozlemlenmistir. Tam kapatma ise NMDG® li tampon ile
saglanmistir. Yine akim zaman grafigi ile birlikte ayni 6l¢iimiin akim voltaj grafigide
verilmistir. ( Sekil 12 1I-V ). Bu |-V grafiginde verilen 1 ve 2 numarali hiperbol
egrileri ise swrasiyla H;O; nun actign ve NMDG™ nin kapattigi seviyeleri
gostermektedir ve akimin voltaja gore degisimini gostermektedir. BSO grubu
kayitlarina ait olan akim yogunlugu degerlerinin ortalamasi 147,68 pA/pF (n=4)
olarak hesaplanmistir (Sekil 16).
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Sekil 12. 24 saat 0,5 mM BSO ile inkiibe edildikten sonra H,O; ile uyarim yapilarak
AKG hiicrelerinden yama-mentese yontemiyle TRPM2 kanallarindan alinan tiim-
hiicre kaydi. I-V aym kaydin akim voltaj degisikligini gosteren grafik. Her iki
grafikte i¢in, 1 Hy0, ile TRPM2 kanallarinin agiligini, 2 NMDG ile kanallarin
kapaniginin gosterimi (T.H. tiim hiicre).
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4.4. NAC Grubu Kaydi Sonucu

NAC grubundan da (Sekil 13) alinan kayitlarda, AKG noronlar1 3 saat 2 mM
NAC ile inkiibe edildikten sonra yama mentese teknigi yardimiyla yine H,O, ile
uyarim yapilmastyla birlikte uzun siire bekletilmesine ragmen, tipki kontrol kaydinda
oldugu gibi akimda herhangi bir degisiklik olmamistir. Bunun NAC in GSH un
prekiirsorli oldugundan kaynaklanan bir netice oldugu goziikmektedir. NAC grubu
kayitlarina ait olan akim yogunlugu degerlerinin ortalamasi 3,31 pA/pF (n=5) olarak
hesaplanmustir (sekill7).
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Sekil 13. 3 saat 2 mM NAC ile inkiibe edildikten sonra HyO, ile uyarim yapilarak
AKG hiicrelerinden yama-mentese yontemiyle TRPM2 kanallarindan alinan tiim-
hiicre kaydi (T.H. tiim hiicre).

4.5. BSO+NAC Grubu Sonucu

BSO+NAC grubunda AKG hiicrelerinden alinan kayitlarda 24 saat 0,5 mM
BSO ile inkiibe edildikten sonra 3 saat daha 2 mM NAC ile inkiibe edilmistir (Sekil
14). Daha sonra ise yama-mentese teknigi yardimiyla 10 mM H,O; ile uyarim
yapilmis ve katyon kanallarinin agilmadigi goézlemlenmistir. Buradan anlasilan su
dur ki; AKG hiicreleri BSO ile inkiibe edildikten sonra yani hiicre ici serbest
radikaller cok arttirmasindan sonra NAC ile inkiibe edilmis olmasi, kanallari
acmayacak Olciide radikalleri azaltmasi yoluyla NAC 1n 6nemli 6l¢iide koruyucu
etkisi oldugu gozlemlenmektedir. BSO+NAC grubu kayitlarina ait olan akim
yogunlugu degerlerinin ortalamasi 14,55 pA/pF (n=6) olarak hesaplanmistir (Sekil
16).
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Sekil 14. AKG hiicreleri, 24 saat 0,5 mM BSO ile inkiibe edildikten sonra 3 saatte 2
mM NAC ile inkiibe edilmis ve daha sonra H,O; ile uyarim yapilarak hiicrelerden
yama-mentese yontemiyle TRPM2 kanallarindan alinan tiim-hiicre kayd: (T.H. tim
hiicre).

4.6. NAC +BSO Grubu Sonucu

NAC+BSO grubunda ise (Sekil 15) BSO+NAC grubunun tersi olarak, AKG
hiicreleri ilk 6nce 3 saat 2 mM NAC ile inkiibe edildikten sonra ise 24 saat 0,5 mM
BSO ile inkiibe edilmistir. Daha sonra ise diger gruplarda da oldugu gibi 10 mM
H20, ile uyarim yapildiktan sonra alinan kayitlarda, akim degisikligi olmadigi
gozlemlenmis ve sabit, diiz kayitlar alinmistir. NAC ile inkiibeden sonra BSO ile
inkiibe edildigi halde hala NAC 1 koruyucu etkisinin devam ettigi sonucu
cikmaktadir. Yani adeta bir hastalik daha gelmeden koruyucu olarak as1 yaptirilmasi
gibi de yorumlanabilir. NAC+BSO grubu kayitlarmma ait olan akim yogunlugu
degerlerinin ortalamasi ise 11,27 pA/pF (n=5) olarak hesaplanmustir (Sekil 16).
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Sekil 15. AKG hiicreleri, 3 saat 2 mM NAC ile inkiibe edildikten sonra 24 saatte 0,5
mM BSO ile inkiibe edilmis ve daha sonra H;O; ile uyarim yapilarak hiicrelerden
yama-mentese yontemiyle TRPM?2 kanallarindan alinan tiim-hiicre kaydi (T.H. tim
hiicre).
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Sekil 16. AKG hiicrelerinde TRPM2 kanallar iizerine BSO, NAC, 2-APB ve H,0,
in etkisi. AKG hiicreleri i¢in, her bes grupta incelenen akim yogunlugu; H,O; ile
acilmis TRPM2 katyon kanallarinin maksimum akim degerlerinin, mikropipetin
hiicreye temas etmeden hemen onceki direncine boliimiiyle hesaplanmistir. Parantez
icindeki sayilar her bir gruptan alinan kayit sayisini belbirtmektedir. Istatistiksel
olarak anlaml (ap<0.001 kontrol ve NAC gruplarma goére. p<0.001, H,O, ve BSO
gruplarma gore. Cp<0.001, BSO+NAC ve NAC+BSO+2-APB gruplarina gore.)
akimlarin uyarim ve inhibisyonlari, parantezlerin stlerinde yer alan
harflendirmelerle gdsterilmistir (Ortalama + SD).
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5. TARTISMA

TRP kanallar1 ilk olarak 1998 yilinda Drosophila tiirii sirke sineklerinin gz
hiicrelerinde bulunmustur. Sonralar1 devam eden genetik arastirmalar neticesinde
giinimiizde 6 alt ailenin varligr ispatlanmistir. TRPM2 agirlikli olarak beyinde
varlig1 ispatlanmasina ragmen, ayni zamanda kemik iligi, dalak, kalp, lokosit,
karaciger ve akcigeri kapsayan diger bir¢ok dokularda belirlenmistir (Clapham,
2007). Oksidatif stres ve onun iiriinleri olan ROT’dan ve bunun neticesi olan NAD"
dan 3 yolla ADPR iiretilmektedir (Naziroglu 2007a). TRPM2 kanallarinin molekiiler
yapisina bakildig1r zaman diger ¢ogu kanallarda oldugu gibi 6 segmentten meydan
geldigi ve katyon girislerinin 5. ve 6. segmentler arasindan gerceklestigi gdzlenmistir
(Hara et al. 2002). Ayrica kanalin bir C (Nudix homoloji alani) ve N uglari
bulunmaktadir. Bu nudix homoloji alaninda, ADPR pirofosfataz enzimi mevcut olup
kanalin acilmasindan bu enzimin aktivasyonu sorumludur. Yani anahtar1 ve kilidi
kanalin igerisinde olan bir kapi gibi diisiinmekte miimkiindiir. ADPR prifozfataz
enzimi ise hem ADPR hem de oksidatif stresle aktive olabilmektedir.

Perraud ve arkadaslar1 tarafindan 2001°1i yillarin baslangicinda TRPM2
kanallarinin ADPR tarafindan aktive olabildikleri ilk defa gosterilmistir (Perraud et
al., 2001). Aachen Tip Fakiiltesi Fizyoloji Enstitlisti’'nden Wehage ve arkadaslarinin,
Japonya’dan Hara ve arkadaslarinin, 2002 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarda TRPM?2
kanallarinin oksidatif stresle aktive olabilecegini ispatlamislardir. (Hara et al., 2002,
Wehage et al.,, 2002). Daha sonralar1 yapilan caligmalarda, arastirmacilar etki
mekanizmasinin dogrudan ve dolayli yollar1 konusunda iki gruba ayrilmislardir. Bir
kisim arastirmacilar oksidatif stresin mitokondriden ADPR {iretimini artirdigin1 ve
ADPR’nin TRPM2 kanallarin1 a¢tigin1 6ne siirerken diger bir kisim arastirmacilar
hem oksidatif stresin hem de ADPR’nin birbirinden bagimsiz olarak kanallari
acabildiklerini ispatlamisladir (Perraud et al., 2001, 2005, Hara et al., 2002, Wehage
et al., 2002, Naziroglu and Liickhoff 2008a, 2008b).

NAC, L-sistein isimli aminoasitten tiiremektedir ve yapisinda sistein
bulunmaktadir (Arakawa and Ito 2007). Giiniimiizde akciger hastaliklarin tedavisinde
kullanilmast yaygin olmasina ragmen, norolojik hastaliklardaki rolii kesin olarak

heniiz bilinmeye baglamistir (Welin et al., 2009). Ayrica hiicre koruyucu ve
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antioksidan Ozellikleri de vardir. Antioksidan o&zelligini, GSH seviyelerini
diizenleyerek, dogrudan radikalleri temizleyerek, notrofil aktivitesi ve TNF {iretimini
baskilayarak gerceklestirmektedir (Saricaoglu et al., 2005, Kogkar et al., 2010).
Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada BSO ile GSH yetersizligi olusturulan AKG
sinir hiicrelerinde TRPM2 kanallarinin daha fazla aktive olduklarini ve hiicre igi
GSH verildiginde ise kanallarin tamamen, hiicre dis1 inkiibasyonlarinda ise kismen
inhibe olduklarmni goézlemlenmistir (Naziroglu et al. 2011b). NAC’in sentezinde
GSH’1n rolii ve NAC’1in GSH dan daha kolay hiicre igerisine gecisinin oldugu iyi
bilinmektedir (Mazor et al. 1996). Hiicre dis1 GSH inkiibisyonu TRPM2 kanallarinin
inhibisyonunda tam etki gostermezken NAC’n hiicre i¢ine GSH dan daha kolay
girmesi nedeniyle TRPM2 kanallar1 iizerinde tam bir diizenleyici etki yapabilir
ihtimalinden bu tez ¢alismasi planlanmustir.

Bu tez calismasinda, kontrol grubuna kiyasla, hidrojen peroksite maruz
birakilan AKG hiicrelerinin aktive olduklar1 goézlemlenmis ve bu nedenle de,
arastirma sonuglarina gore oksidatif stres tirtinlerinden hidrojen peroksidin, TRPM2
kanalinin C ucundaki ADP-riboz pirofosfataz enzimi ile etkileserek kanali aktive
ettigi fikrini dogrulamistir. Ayrica tez calisma sonuglarinin, TRPM2 kanallarini
aktive ettigini bildiren arastirma sonuglariyla uyum gostermektedir (Hara et al.,
2002, Wehage et al., 2002, Naziroglu and Liickhoff 2008a, 2008b).

GSH’1n eksikliginde oksidatif stres artarak duyusal sinirlerde TRPM?2 kanallar1
iizerinden Ca*? akigimin arttig1 iyi bilinmektedir. Fakat hiicre i¢ine hangi kanallardan
Ca*? girisinin arttig1 iyi bilinmemektedir. Duyusal noronlarin hastaliklar1 igerisinde
sistin 1ile sistein dontisiimleri arasindaki herhangi bir bozukluk GSH 1n eksikligine
sebep olacagi bilinmektedir (Cabungcal et al., 2007, Sen and Packer 2000). Bu
duruma benzer sekilde, GSH 1n sentezlenmesinde, onun spesifik bir baskilayicisi
olarak bilinen BSO, sigan AKG hiicrelerine verildiginde GSH eksikligine sebep
olmaktadir (Anderson 1998). Yapilan bu tez calismasinda, AKG hiicreleri, BSO ile
inkiibe edildikten sonra TRPM2 katyon kanallar1 tizerinden Ca'? girisinin fazlalastigi
gozlemlenmistir. Bildigimiz kadariyla, NAC’m, BSO ile wuyarilmis AKG
noronlarinda TRPM?2 kanal akimlariin degisiklikleri ile ilgili herhangi bir ¢alisma
yapilmamistir. Bu calismada hem 2-APB hem de NAC tarafindan, BSO ile

uyarilmis TRPM2 kanallarindan Ca*? akisinin engellendigi gdzlemlenmistir. Bu
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nedenle tiyol gruplarinin Ca* iyonlart gecisi ile 1ilgili etkisi olabilecegi
disiiniilmektedir. NAC ve 2-APB kullanimi hiicre icinde GSH 1 azaltarak TRPM2
kanallar1 iizerinden Ca*? akigini azalttigr goézlemlenmistir. Bundan dolay1, AKG ve
duyusal noron hastaliklarinda sitozolik tiyol diizeylerinin bir TRPM2 kanal
diizenleyicisi olarak rol oynadig1 anlagilmaktadir.

Noronal hasarlara bagli oksidatif stresin anlagilmasinda TRPM2 katyon
kanallarinin biiyiik etkisi diisiiniildiigiinden, her gegen giin bu konuya ilginin daha da
fazla arttigi gozlemlenmektedir (Naziroglu 2011). Ayrica, BSO ile inkiibe edilmis
AKG hiicrelerinde, TRPM2 aktivasyonu ve sitozolik Ca*? salinimi 2-APB tarafindan
inhibe edilmesine ragmen, ROT un TRPM2 aktivasyonu iizerinden Ca** akisim
arttirdigr goézlemlenmistir. Bu mekanizma i¢in gosterilebilecek kanitlar; 1) BSO nun
hizli bir sekilde sitozolik Ca*? salimmini arttirmast, i1) Serbest Ca*? miktarmin bu
artigi, bir TRPM2 kanal blokeri (2-APB) tarafindan 6nemli olgiide azalmasidir
(Togashi et al., 2008, Naziroglu et al., 2011a).

Orta biyiikliikteki ndronlarda, dis kaynakli H,0, nin yiliksek konsantrasyonun
(>10 mM) TRPM2 kanallari lizerinden zar depolarizasyonuna sebep olabilecegi daha
once yapilan in vitro ¢alismalarda gosterilmistir (Smith et al., 2003, Kiihn et al.,
2009). TRPM2 katyon kanallari, oksidatif stres indirgenme-yiikseltgenme tepkime
sistemi tarafindan aktive olmaktadir (Wehage et al., 2002). Oksidatif stresle artan
ADPR diizeyleri ve NAD® in TRPM2 nin sitozolik C — terminal ucunda bulunan
Nudix alanina baglanmasi, dogrudan Ca*? akigma sebep olmaktadir. Hiicre iginde,
NAD" dan olusan ADPR nin TRPM2 kanalinda bulunan Nudix alanina dogrudan
baglandig1 bilinmektedir (Wehage et al., 2002). BSO gii¢lii bir oksidan oldugundan
dolayi, BSO ile uyarilmis AKG noéronlarinda, hiicre i¢indeki ROT, NADH dan
NAD" a oksitleyebilecegi miimkiin gziikmektedir. Bu ¢alismada, BSO yardimiyla
GSH m tikkenmesi zar akimlarmin artisina sebep olurken NAC’in yani sira bir
TRPM2 kanal blokeri olan 2-APB tarafindan Ca*? akis1 engellendigi gdzlemlenmistir
(Togashi et al., 2008). AKG noronlarindaki TRPM2 kanallari, i¢ kaynakli H,O,
tarafindan, akim diizenlemesi i¢in potansiyel hedefler oldugu belirtilmektedir
(Naziroglu et al., 2011b).

Mevcut bilgilere gore; farkli néronal hiicrelerin katyon kanallar1 ve bunlar

tizerinde NAC 1n etkisi ile ilgili bazi raporlar olmasina ragmen, AKG ndronlarinda,
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NAC ve TRPM2 katyon kanallariyla ilgili herhangi bir rapor bulunmamaktadir.
Safiulina ve arkadaglarinin 2006 da yaptiklar1 ¢calismaya gore, GABA aracili spontan
postsinaptik akimlarindaki ATP faaliyetlerinin, NAC tarafindan modiile oldugunu
bildirmislerdir (Safiulina et al., 2006). Ca*®- ATPase pompalari, noronal hiicreler
sisteminde, Ca*® un geri gonderilmesinde yiiksek performans gosterdiginden dolay
hiicre i¢i ve dist Ca*? miktarlarinin korunmasinda 6nemli bir yere sahiptir. Ve
Kamboj ve arkadaslarinin 2006 da yaptiklar ¢alismaya gore de; NAC’1n yardimiyla,
enzimlerde toksitenin azaldigini rapor etmistir. (Kamboj et al., 2006)

GSH da dahil olmak iizere tiyol gruplarinin, ROT’a kars1 hiicreleri korumada
¢ok 6nemli roller sahip oldugu diistinliilmektedir (Naziroglu 2009). GSH tiiketimi,
oksidatif stres i¢in dnemli bir biyolojik isaret¢i olarak kullanilmaktadir (Naziroglu et
al., 2011). Aslinda, noronal hiicrelerin BSO ya maruz kalmast GSH seviyelerini
onemli 6l¢iide azalttigin1 6nceki calismalar da gostermektedir (Anderson 1998). Anti
apoptotik ilaglarda NAC’mn kullanimi, hem GSH 1n hem de L-sisteinin kullanimindan
daha verimli oldugu bildirilmektedir. Mazor ve arkadaslarinin 1996 da yaptiklar
calismaya gore; GSH hiicre zarindan ¢ok zor gecerken, NAC eritrosit hiicre
zarlarindan ¢ok daha kolay gegebildigini gostermistir (Mazor et al., 1996). NAC,
hiicre dist GSH ve diger habercilerden ¢ok daha fazla hiicre zarlarindan gegebilme
yetenegine sahip olabilmektedir (Shimizu et al., 2002). NAC m kendisi ROT
tirtinlerini azalttig1 ve hidrojen peroksit, hidroksil radikali, siiper oksit ve diger artik¢i
radikalleri ortadan kaldirma kapasitesine sahip oldugu gozlemlenmistir (Kamboj et
al., 2006). Noronal hiicrelerdeki koruyucu ajanlarin yok olmasi H,O, nin hiicre
Oldiirticii  etkisinin ortaya c¢ikmasina, TRPM2 kanallar1 iizerinden olanak
saglamaktadir. Siiperoksit radikali tiyol gruplarini oksitlemekte ve H,O, ye
indirgemektedir. Iste bu yolla TRPM2 kanallarmin agilmasina olanak saglamaktadir

(Naziroglu 2011).
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6. SONUC ve ONERILER

Serbest radikallerin viicuttaki tiretimi bircok nedene baglanilabilir. Uzun siireli
ilag kullanimi, ¢evre kirliligine yol agan maddelerin solunum yoluyla alinmasi, agir
metallere maruziyet, ani sicaklik degisiklikleri, ultraviyole 1sinlar veya goriiniir 151k
ve diger iyonize olabilen radyasyon ¢esitleri gibi bircok dis faktorler ve psikolojik
stres bunlarin olusmasindaki baslica faktorlerdir. Eger serbest radikallerin iiretimi
esnasinda antioksidan mekanizmalar devreye girmez veya yetersiz kalirsa, denge
oksidanlarin lehine donecektir ki buna oksidatif stres adi1 verilmektedir. Bu yiiksek
lisans tez calismasinda, bu bahsedilen oksidatif stresle aktive oldugu bilinen TRPM2
katyon kanallarinin, oksidatif stresi arttirict 6zelligi olan BSO verildiginde daha fazla
acildigi, gerek sade NAC, gerekse NAC ile beraber BSO verilmesiyle beraber
oksidatif stresin temsilcisi olan H,O; ile uyarilmasina ragmen kanallarin aktive
olmadig1 gozlemlenmistir.

Gilintimiizde hipertansiyon ve ndrolojik hastaliklar basta olmak lizere birgok
hastaliklarin tedavisinde kullanilan Ca*? blokerlerinin hi¢biri TRPM?2 kanallarini
bloke etmemektedir. Yani TRPM2 katyon kanallarinin bloke olmayarak hiicre igine
Ca*? iyon akisinin devam etmesinden dolayi kullanilan Ca*? blokerleri tedavide tam
bir basar1 saglayamamaktadir. Bu tez calisma sonuglarina gére, TRPM2 kanallarinin
aktivasyonuna bagli Ca* akisimin énlenilmesinde NAC uygulanmasimin AKG sinir
hiicrelerinin  oksidatif strese bagli bozukluklarimin diizeltilmesinde faydali
goziikmektedir. Ayrica, AKG sinir hiicrelerinde Ca*? akisiin artisina bagli agn
olusumunda da TRPM?2 kanallarinin 6nemli bir rolii olabilir. Bu agr yolaklarinda
TRPM2 kanallar1 iizerinde NAC’in diizenleyici etkisi bu tez c¢alismasinda
gosterilmesi sonucu, AKG sinir hiicrelerine bagli bozukluklarin diizenlenilmesinde

ve agr1 tedavisinde fayda saglayabilecektir.
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OZET

Arka Kok Gangliyon Hiicrelerinde Oksidatif Stresle Aktive Edilen TRPM?2
Katyon Kanallarimin Inhibisyonunda N-Asetil Sisteinin Etkisinin Patch-Clamp

Sistemi ile Arastirilmasi

“Transient receptor potential melastatin 27 (TRPM2) Katyon Kanallari,
hiicresel oksidatif stresle agilan segici olmayan katyon kanallaridir. N-asetil sistein
(NAC) thiol grubu igeren bir antioksidandir. Kisa zaman 6nce yapilan bir ¢alismada
biitiyonin siilfoksimin (BSO) ile glutatyon (GSH) yetersizligi olusturulan arka kok
gangliyon (AKG) sinir hiicrelerinde TRPM2 kanallariin daha fazla aktive
olduklarini ve hiicre i¢ci GSH verildiginde ise hiicre disi inkiibisyonlarinda kismen
inhibe olduklar1 gozlemlendi. Hiicre dist GSH inkiibisyonu TRPM2 kanallarinin
inhibisyonunda tam etki gostermezken NAC’in hiicre i¢ine GSH dan daha kolay
girmesi nedeniyle TRPM2 kanallar1 iizerinde tam bir diizenleyici etki yapabilir
diisiincesiyle bu tez ¢alismasi planlandi.

AKG hiicreleri siganlardan giinliik ¢ikarilip 24 saat BSO ile inkiibe edildikten
sonra patch-clamp teknigi ile HO, ile uyarim yapilarak kanal akimlar
gozlemlenmistir. BSO grubunda; TRPM2 kanallar1 akim yogunlugu, kontrol grubuna
kiyasla ¢ok fazla arttig1 gozlemlenirken, BSO ile inkiibe edildiginde, BSO dan hem
once hem de sonra, hiicrelere {iger saat NAC verildiginde TRPM2 kanallarinin aktive
olmadig1 gozlemlenmistir. BSO ve H,0O; ile indiiklenen TRPM2 kanallarina 2-
Aminoethyl diphenylborinate (2-APB) verildiginde kanallarin énemli 6lgiide bloke
oldugu gozlemlenmistir.

Sonug olarak, NAC’1n, hiicrelerdeki GSH seviyelerini destekleyerek, hiicre
icine TRPM2 katyon kanallar1 vasitasiyla Ca*? akisim diizenledigini gozlemlenmis,
BSO den o6nce verilen NAC’in, BSO dan sonra verilen NAC a gore hiicreler
tizerindeki koruyucu etkisinin daha fazla oldugu goziikkmistiir. Hiicre ici GSH
baskilanmasimin periferal agr1 agridaki rolii 1yi bilinmektedir. Bu nedenle,
bulgularimizin AKG hiicrelerine GSH yetersizligine sonucu olusan periferal agr1 ve
noropatolojinin etiyolojisinin anlasilmasi ve tedavisinde fayda saglayacagi kanaatine
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Arka Kok Gangliyon Hiicresi, Glutatyon, N-Asetil Sistein,
Oksidatif Stres, TRPM2 kanal antagonisti, Patch-Clamp.
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ABSTRACT

Effects of N- Acetylcysteine on Inhibition of TRPM2 Cation Channels Activated
by Oxidative Stress in Dorsal Root Ganglion Neurons by Patch-Clamp

Technique

Transient receptor potential melastatin-like 2 (TRPM2) is a non-selective Ca*
permeable cation channel and is known to be activated by H,O, which is one of the
most important indicators of intracellular oxidative stress. N-acetyl cysteine (NAC),
a thiol containing antioxidant and maintains thiol redox in the cells. Glutathione
(GSH) and cysteine depletion has been implicated in the neurobiology of sensory
neurons and pain. In a recent study indicated that extracellular GSH induced less
protective effects on TRPM2 cation channels in the GSH-depleted DRG neurons. It
is well known that NAC is higher passing cell membranes than in GSH. Hence, the
extracellular NAC may inhibitor role on the channels in the DRG neurons. We aimed
to investigate the effects of 2-Aminoethyl diphenylborinate (2-APB) and NAC on
buthionine sulfoximine (BSO)-induced TRPM2 cation channel currents in dorsal root
ganglion (DRG) neurons of rats.

DRG neurons were freshly and daily isolated from rats and the neurons were
incubated for 24 hrs with BSO. In whole-cell patch clamp experiments, TRPM2
currents in the DRG incubated with BSO were consistently induced by H,O..
TRPM2 channels current densities were higher in BSO group than in control. When
extracellular NAC before or after BSO incubation are introduced by chamber,
TRPM2 channel currents were not activated by BSO. BSO and H,0.-induced Ca?*
gates were blocked by the 2-APB.

In conclusion, we observed the modulator role of NAC on Ca®" influx through
a TRPM2 channel in intracellular GSH depleted DRG neurons. NAC incubation
before BSO exposure seems to more protective effects than in NAC incubation after
BSO exposure. Since cytosolic cysteine and glutathione depletion is a common
feature of neuropathic pain and diseases of sensory neuron, results of current study
are relevant to the etiology and treatment of neuropathology in DRG neurons.

Key words: Dorsal Root Ganglion Neurons, Glutathione, N-acetyl cysteine,
Oxidative stress, TRPM2 channel antagonist. Patch-Clamp.
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