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1. GIRIS

Hiicre, bir canlinin tiim yasamsal 6zelliklerini tagiyan ve uygun kosullarda
canliligini tek basina siirdiirebilme yetenegine sahip, temel yap1 ve islem birimidir.
Insan viicudu, sayist 100 trilyona yakin olan c¢ok ¢esitli hiicrelerden ve hiicreler
arasindaki ortami dolduran organik ve inorganik maddelerden kurulmustur (Guyton

and Hall 2006).

Hiicreler, yapilarini olusturan zar, enzim ve organeller sayesinde canliliklarini
devam ettirebilmektedir. Hiicreyi ¢cepegevre sararak, onu i¢inde bulundugu ortamdan
ayiran ve ona biitlinliik kazandiran secici gecirgenlik 6zelligi gosteren yapi ‘hiicre
zar1’ olarak tanimlanmaktadir. Hiicre zarinda yerlesik halde bulunan ve hiicreye iyon
girig ¢ikisini saglayan protein yapilara iyon kanali adi verilmektedir (Guyton and
Hall 2006, Pehlivan 2007). Iyon kanallar1 hiicresel fonksiyonlarin yerine
getirilmesinde c¢ok Onemli bir role sahiptir. Hiicre zari iizerinde bulunan bu
kanallardan biri de oksidatif stresle aktive olabilen Transient Reseptdr Potansiyel
Melastatin 2 (TRPM?2) katyon kanallaridir (Naziroglu and Liickhoff 2008a, 2008b).
Bu kanallar, hiicrede serbest radikallerin ve dolayisiyla oksidatif stresin artigina bagl
olarak aktive olabilmektedir (Miller 2004, 2006). Bu durumun dogal bir sonucu
olarak; doku, organ ve sistem bazinda bozukluklar meydana gelmektedir (Kiihn et

al., 2005, 2009, Naziroglu 2011a, Uguz 2011).

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
sahip, kisa omiirlii, kararsiz ve ¢ok etkin molekiillerdir (Halliwell 1987, 1991, 2006).
Serbest radikaller, mitokondrial ve mikrozomal elektron transportu ve bakterilerin
yok edilmesi gibi fizyolojik siiregler sonucu olusabilecegi gibi ilaglar, radyasyon ve
stres gibi dig etkenler sebebiyle de meydana gelebilmektedir (Freeman and Crapo
1982, Frei 1994, Bergendi et al., 1999, Halliwell and Gutteridge 1992, 1999). Serbest
radikaller hiicrede oksidatif stres olusumuna sebep olarak diger hiicresel bilesenlere
oldugu gibi iyon kanallarina da geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz hasar

vermektedir (McNulty and Fonfria 2005, Miller 2006, Miller and Zhang 2011).

Serbest radikallerin zararli etkilerine karst organizmada koruyucu
mekanizmalar vardir. Bu islevleri yapan maddeler genel olarak ‘antioksidan’ olarak

tanimlanmaktadir (Frei 1994).



Patch-clamp yani ‘yama-mentese’ teknigi hiicre zarinin elektrofizyolojik
Ozelliklerinin ve iyon kanallarmin incelenmesine olanak saglayan en giincel
arastirma yontemlerinden biridir (Molleman 2003). Bu yontemde; kullanilan mikro
pipet ve elektrotlar vasitasiyla, iyonlarin hiicre zarinda bulunan iyon kanallarindan

gecerken olusturduklari elektriksel akimlar olciilebilmektedir (Hille 1992).

Son 10 yil igerisinde kesfedilmis olan TRPM2 katyon kanallarinin, N ve C
uclart bulunmaktadir. Hiicre sitozoliinde bulunan C ucu iizerinde ADP-Riboz
pirofosfataz enzimi bulunmaktadir. Bu enzim oksidatif stres ve ADP-riboz tarafindan
aktive edilebilmektedir. Boylece, fizyolojik sartlarda hiicre disinda fazla olan daha
ziyade Ca™ ve az diizeyde Na' iyonlar1 bu kanallar vasitasiyla hiicre igerisine
girebilmektedir. Bu sayede hayati faaliyetlerimiz devam etmektedir. Sayet oksidatif
stres Uiriinleri; radyasyon, stres ve ¢evresel kirlilik gibi nedenlerle mitokondride fazla
miktarda iretilirse, TRPM2 kanallarinin aktivasyonu yoluyla hiicre igerisine daha
fazla Ca™ girmektedir (Hill et al., 2004). Bu durumda mitokondri, depolarizasyonu
ve porlarin acilmasiyla daha fazla radikal iiretilmekte ve TRPM2 kanallar1 daha da
aktive olmaktadir. Bu olay hiicrenin ¢alismasin1 ya yavaslatmakta ya da programl

hiicer 6liimii siirecini (apoptozis) baslatabilmektedir.

Selenyum viicutta sentezlenemediginden disaridan diyet ile alinmasi gereken
ve hem kendisinin sahip oldugu antioksidan 6zelliginden dolay1 hem de antioksidan
enzimlerin yapisina girerek de ikincil bir koruma saglamaktadir. Selenyumun
antioksidan 06zelligi hiicre cesitlerine gore belirlenecek olan optimum doz ile

gerceklesmekte doz asimi oldugunda ise toksik etkisi gozlenmektedir.

Selenyum hiicresel antioksidan savunmada Onemli rolleri olan glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) basta olmak iizere birgok enzimin yapisina girmektedir. Bu
ozelligiyle TRPM2 kanallar tizerinde diizenleyici etkiye sahip olabilir. Yaptigimiz
kaynak taramalarinda bu konuda higbir bilimsel ¢alismaya rastlamadik. Bu nedenle,
bu tez calismasinda, yama-mentese metodu kullanilarak, selenyumun oksidatif
stresle aktive edilmis TRPM2 katyon kanal akimlari, Ca™ sinyali ve lipit

peroksidasyon diizeyleri iizerine etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicre Zarimin Yapisi ve Biyofiziksel Ozellikleri

Bir canlinin yapisal ve islevsel olarak tiim 6zelliklerini tasiyan en kiigiik yap1
birimi olarak tamimlanan hiicreyi, bulundugu dis ortamdan ayirarak yasamsal
faaliyetlerini devam ettirmesini saglayan en onemli bileseni hiicre zaridir. Plazma
zar1 olarak da bilinen bu zar; hiicreyi dis ortamdan ayiran, segici gegirgen canli bir
yapidir. Kalinlig1 7,5-10 nanometre arasinda degiskenlik gosteren bu yapi, ¢ift kath
lipit tabakadan ve bu tabaka arasina serpistirilmis durumda bulunan proteinlerden

olugsmustur (Guyton and Hall 2006, Pehlivan 2007).
2.1.1. Akic1 Mozaik Zar Modeli

Elektron mikroskobu caligsmalari, zarlarin lipoproteinlerden yapilmis akici
mozaik seklindeki fonksiyonel birimler olarak incelenmesinin daha uygun olacagini
gostermektedir. Ik defa 1972 yilinda ortaya konulan ‘akici mozaik zar’ modeline
gore; hiicre zan ¢ift kath lipit tabakadan olugsmaktadir (Singer and Nicolson 1972).
Cift kath lipit tabaka temel olarak fosfolipit molekiillerinden olusmustur (Abe and
Puertollano 2011). Fosfolipit molekiiliiniin suda ¢oziinebilen (hidrofilik) ve suda
coziinemeyen (hidrofobik) olmak iizere iki ucu mevcuttur. Fosfolipitlerin yag asidi
iceren hidrofobik kuyruk kisimlari, hiicre zarinin i¢ tarafina dogru bakarken, fosfat
igeren hidrofilik bas kisimlari ise hiicre igi (intraseliiler) ve hiicre dis1 (ekstraseliiler)
stvilar ile temas halindedir (Singer and Nicolson 1972, Pehlivan 2007). Hidrofobik
uclar birbirleri tarafindan karsilikli olarak ¢ekilirken, hidrofilik bas kisimlar
intraseliiler ve ekstraseliiler sivida bulunan su molekiilleri tarafindan itilmektedir. Bu
nedenle zar, ortada birlesme egilimi gostermektedir ve zarin ortasinda lipit yoniinden

zengin bir tabaka meydana gelmektedir (Guyton and Hall 2006, Pehlivan 2007).

Hiicre zarinin, hiicreyi dis ortamdan ayirmak, o0zgilin sekil ve yapisim
korumak, yipranan kisimlarini onarmak, dis ortamla madde alis-verisini saglamak,
hiicre igerisine alinacak hormonlar1 tanimak ve diger hiicrelerle iletisimi saglamak
gibi hayati, bircok fonksiyonu vardir (Guyton and Hall 2006, Pehlivan 2007).

Yukarida bahsedilen gorevlerin yerine getirilebilmesi hiicre zarinda bulunan iyon



kanallar1 vasitast ile olmaktadir. Hiicre zari; %55 protein, %25 fosfolipit, %13
kolesterol, %4 diger lipitler ve %3 karbonhidratlardan olusmaktadir. Her hiicrenin
protein, yag ve karbonhidrat oranlar1 birbirlerinden farkli oldugu i¢in her hiicre zari,

o hiicreye 6zgiidiir (Cummings 2007).
2.2. Hiicre Zan Kanallan

Hiicre zan igerisine gomiilii halde bulunan ve hiicrelerarasi sivi ile hiicreigi
stv1 arasinda madde aligverisini saglayan protein yapilar bulunmaktadir. Bu protein
yapilar hiicre zarinin siirekliligini bozarak cesitli molekiiller icin alternatif gegis
noktas1t haline gelmektedir. Hiicre zar1 kanallar1 tasiyici proteinler ve kanal

proteinleri olmak tizere iki kisimda incelenmektedir (Guyton and Hall 2006).

1. Tastyict proteinler: Zar iizerinde bulunan proteinlerin biiyiik bir bolimii
bu grupta yer almaktadir. Tasinacak olan molekiil protein yapiya
baglandiktan sonra molekiiliin bir taraftan digerine aktarilmasi igin
protein yapida sekilsel degisiklikler meydana gelir. Tasiyict proteinin
ortasinda  meydana gelen bosluktan  molekiillerin  taginmasi

gerceklestirilir.

2. Kanal Proteinleri: Bu proteinler gecirgenlik 6zelligi gosterdigi iyon ve
molekiilleri i¢cin uygun bir yapiya sahiptirler. Bazilar1 suyun rahat bir

sekilde gecebilmesi i¢in 6zel kanallara sahiptir.

Gerek kanal proteinleri ve gerekse tasiyici proteinler genellikle zardan
gegmesine izin verdikleri molekiill veya iyonlarin tiirline gore segicilik
gostermektedir (Cummings 2007). Kanal proteinlerinin simiflandirilmas1  ya
gecirdikleri iyona gore (Kalsiyum kanali, Potasyum kanali gibi) veya kanalin
aktivasyonuna sebep olan mekanizmalara gore (Ligand Duyarli, Voltaja duyarli gibi)

yapilmaktadir (Cummings 2007, Abe and Puertollano 2011).
2.2.1. Transient Reseptor Potansiyel (TRP) Kanal Ailesi

TRP kanal {ist ailesi memelilerde bulunan, voltaj bagimli olmayan, kalsiyum,
sodyum ve potasyuma gecirgen, katyon kanallaridir (Mobasheri and Barrett-Jolley

2011). TRP proteini ilk defa Drosophila Melanogaster tiirii sirke sinegi



fotoreseptorleri {lizerine yapilan aragtirmalar sirasinda kesfedilmistir (Cosens and
Manning 1969, Minke et al., 1975). Normal TRP proteinine sahip sirke sineklerinin
elektroretinogramlarinda (ERG) siirekli aydinlatmaya karsi hiicrelerden alinan
cevaplarin da siirekli oldugu ortaya konmustur (Minke 1977, 2010, Harteneck 2005,
Dadon and Minke 2010). Fakat TRP proteinini kodlayan genlerde meydana gelen
spontandz bir mutasyon sonucu; 1s1ga karsi siirekli voltaj cevabi yerine ‘transient’
yani gegici bir voltaj cevabi ve buna bagl olarak gorsel defekt olustugu saptanmistir
(Clapham et al., 2001, Montell 2001, 2005a, Clapham 2003). TRP geni ilk defa 1992
yilinda klonlanmustir. Bdylece TRP mutant genindeki eksik proteinin, Ca™ iyonunun
hiicreye baslica giris yollarindan biri olabilecegi sonucuna varilmistir (Hardie and
Minke 1992, 1993, Hardie 2003). Drosophila’da TRP’ye genetik agidan ¢ok fazla
benzerlik gosteren ve bu benzerlikten dolay1 ‘TRP-Like’ yani TRP benzeri (TRPL)
olarak tanimlanan kanallarin mevcudiyeti ortaya konulmustur (Kraft and Harteneck
2005). TRP olmadigi halde 1s18a kars1 voltaj cevabinin olusmasi TRPL nin varligiyla
aciklanmaktadir (Montell and Rubin 1989). Drosophila fotoreseptor hiicrelerinde
hem TRP hem de TRPL proteinlerinin eksprese edildigi bildirilmistir (Dadon and
Minke 2010).

Kuantum pikleri fotoreseptdr hiicrelerinin 151k uyaranina karsi olusturdugu
temel cevaptir. Kuantum pikleri; fotoreseptor hiicreleri tarafindan yakalanan tekli
fotona karsi, bircok kanalin ayni anda aktive olmasiyla meydana gelmektedir.
Kanallarin  aktivasyonu ile Oncelikle sinyal transdiiksiyonu  olusumu
gerceklesmektedir. Sonrasinda ise olusan sinyalin  yiikseltgenerek devam
ettirilmesiyle kuantum piklerinin elde edildigi ortaya konulmustur. Bu nedenle TRP
ve TRPL’nin her ikisinin de Ca™’a gegirgen kanal veya 1sikla aktive olabilen tastyici

proteinler olabilecegi kanisina varilmistir (Montell 2001).

Drosophila gozinde bulunan TRP proteinlerinin  biiyilk ¢ogunlugu
homomultimerik bir yap1 gostermektedir. Bunun yaninda TRPL ise TRPM/TRPL
veya TRPL/TRPy seklinde heteromultimer yap1 gostermektedir (Dadon and Minke
2010). Heteromultimerik yapiya sahip kanallar biyofiziksel oOzellikler ve kanal
iletkenligi bakimindan homomultimerik yapidakilere gore farklilik gostermektedir

(Sekil 1).
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Sekil 1. TRP Kanallarinin homomultimerik ve heteromultimerik yapisi
(Montell 2005b)

TRP kanallart dokunma, duyma, tat alma, gérme, termal hassasiyet gibi
duyularin algilanmasinda ¢ok Onemli bir role sahiptir (Montell 2005a, 2005b,
Venkatachalam and Montell 2007). Genel olarak N-terminal, transmembran bolgesi
ve C-terminal olmak {izere 3 ana bolgeden meydana gelmistir (Voets and Nilius
2007, Naziroglu 2011a). Tekrarlanan ankrin ve coiled-coil (cc) diye adlandirilan
yapilar N-terminal iizerinde bulunurken, TRP homoloji ve enzimatik Nudiks boks
segmentleri C-terminal bolgesi ilizerinde yer almaktadir. C-terminal bdolgesinde
enzimatik bir bolge bulunmasi ayn1 zamanda kanal vazifesi gérmesi nedeniyle
‘chanzyme’ olarak da adlandirilabilmektedirler. Iyonlarin bir taraftan digerine gecisi,
transmembran bolgesindeki bes ve altinci segmentler arasindan gergeklesmektedir

(Sekil 2).
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Sekil 2. TRP Kanallarinin hiicre zarindaki yerlesimi ve gecirgenligi.



TRP kanallar1 insan ve fareler gibi omurgalilar disinda sinek ve solucan gibi
hayvanlarda da bulunmaktadir (Heiner et al., 2003b). TRP kanallar1 sekans
siniflandirmasina gore yedi alt aileden olugsmaktadir. Bu alt ailelerden alt1 tanesi;
canonical veya klasik tip olarak adlandirilan (C), vanilloid reseptor (V), melastatin
(M), ankrin (A), mukolipin (ML) ve polisistin (P) memelilerde bulunurken sadece
omurgasizlarda bulunan ve TRP bolgesi igermeyen TRPN, memelilerde
bulunmamaktadir (Sekil 3). Yukarida sayilanlardan Drosophila TRP proteinine
homolojik bakimdan en fazla benzerlik gosteren TRPC kanallaridir. Buna ragmen
TRP alt ailelerinin her bir iiyesi Drosophila TRP proteinine en az % 20 lik bir ortak

benzerlik gostermektedirler.
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Sekil 3. TRP kanal iist ailesi. (Nilius et al., 2007)
2.2.1.1. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin (TRPM) Kanallan

Bu ailenin ilk kesfedilen tiyesi TRPM1 kanallaridir ve ilk kez melanoma
hiicrelerinde belirlenmistir (Nilius 2007, Nilius and Owsianik 2010). Bu nedenle bu

aileye mensup iiyeler melanoma kelimesinin bas harfi olan ‘M’ harfi ile ifade



edilmektedir. TRPM1 kanallariin yliksek oranda metastatik potansiyele sahip olan
melanoma hiicrelerindeki ekspresyonunun, non-metastatik hiicrelerdekine gore diisiik
oldugu tespit edilmistir (Prevarskaya et al., 2007, Watanabe et al., 2008). Bunun
yaninda normal dokularda da ¢okca bulundugu tespit edilmistir. TRPM kanallar1
TRPMC kanallarinda oldugu gibi 6 segmentten olusan bir transmembran bdlgesine,
N-terminal ve C-terminal bolgelerine sahiptirler (Zhang et al., 2006, 2007, Naziroglu
2007b).

TRPM 1

TRPM 3
TRPM 6

TRPM 7

TRPM TRPM 4

TRPM §

TRPM 2

TRPM 8
Sekil 4. TRPM ailesi sematik gosterimi.

Bu ailenin 4 ana grupta incelenen TRPM1, TRPM2, TRPM3, TRPM4,
TRPMS, TRPM6, TRPM7 ve TRPMS olmak iizere sekil 4’de gosterildigi gibi
toplam 8 {iyesi bulunmaktadir (Pan et al., 2011). TRPM alt ailesinin &zellikle
oksidatif stresle aktive olan, TRPM2 kanallarinin hiicre farklilagsmasi ve canliligin
devam ettirilmesi gibi énemli fonksiyonlarin yerine getirilmesinde rol oynadiklari

bilinmektedir (Hara et al., 2002, Zhang et al., 2003, Fonftria et al., 2004, 2006).

2.2.1.1.1. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 (TRPM2) Katyon

Kanallan

TRPM2, kalsiyuma gecirgen non-selektif katyon kanallaridir (Naziroglu
2011a). TRPM2 geni ilk kez 1998 yilinda klonlanmigtir (Nagamine et al., 1998). Bu
kanallar Onceleri TRPC7 ve LTRPC2 olarak daha sonra ise yapilan filogenetik

simiflandirma sonucunda giiniimiizde de yaygin halde kullanilan TRPM2 olarak



adlandirilmistir (Montell 2001, Ramsey et al., 2006). TRPM2 kanallarinin varhigi
basta beyin ve kemik iligi olmak iizere bobrek, bagirsak, karaciger, akciger, testis,
prostat, pankreas, iskelet kasi, 16kositler ve arka kok gangliyonlar1 (AKG) gibi bir¢ok
doku ve hiicrede tespit edilmistir (Hecquet and Malik 2009). Bu kanallar sodyum ve
potasyuma gecirgen olmakla beraber esasinda hiicreye kalsiyumun girisinde ¢ok
onemli rol oynarlar (Nishida et al., 2003). TRPM2’nin transmembran bdlgesinin
yaninda intraseliller N-terminal ve C-terminal uglart bulunmaktadir. C terminal
tizerinde bulunan enzimatik bolge (NUDT9-H) hiicredeki oksidatif hasarin temsilcisi
olan ADPR igin spesifik baglanma bolgesi oldugu bildirilmistir (Ozgiil ve Naziroglu
2010). Bu kanallar1 aktive ve bloke eden mekanizmalar heniiz kesin olarak

belirtilmemistir (Hecquet et al., 2008).

Hiicre i¢i serbest Ca'™ diizeyi (80-100 nM) hiicre disina kiyasla 20,000 misli
daha azdir (Clapham, 2003). Metabolizma sonucu iiretilen H,O, hiicre igerisine
girerek TRPM kanalini aktive etmesiyle hiicre icerisine Ca™ iyonu girisini
artirdigina inamilmaktadir (Hara et al., 2002, Wehage et al., 2002). Bir kisim
arastirmacilarin  sonuglarina goére ise H,O, hiicre i¢i organellerde (¢ekirdek,
mitokondride v.b) ADP-riboz sentezini artirmakta ve bu ADP-riboz kanal
acmaktadir (Perraud et al., 2001, Heiner et al., 2003a, Kolisek et al., 2005). Ayrica,
hiicre kiiltlirii ortaminda TRPM2 kanallarinin H,O, ile aktive oldugu gozlenmistir
(Wehage et al., 2002, Ishii et al., 2006). Fakat, bu bildirime zit sonuglara sahip
calismalar da mevcuttur (Fonfria et al., 2004, 2006, Kolisek et al., 2005). Hiicre i¢i
Ca™ iyonu artist hiicre 6liimlerine kadar varan patofizyolojik olaylarin baslaticisidir
(Lange et al., 2009, Pantaler and Liickhoff 2009). Giiniimiizdeki TRPM?2 kanallari,
Ca'? kanal inhibisyonunda kullanilan ilaglar ile bloke olmamaktadir (Ishii et al.,
2006, Yamamoto et al., 2007). Bu nedenle hiicre i¢ine Ca* girisini ayarlayan
TRPM2 hiicre zar1 katyon kanallarim1 aktive ve inhibe eden mekanizmalarin
arastirilmasi hiicre i¢i Ca' artisi ile ilgili basta iltihabi, kanser ve kalp hastaliklarinin
olusum nedenin bilinmesi agisindan ¢ok énemlidir (Minke 2006, Lange et al., 2008,

Sumoza-Toledo and Penner 2011).

Yapilan g¢alismalarda, TRPM2 kanal aktivasyonunun diizenlenmesinde 2-
aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) ve antranilik asidin (ACA) onemli rolleri
olabilecegi diisliniilmektedir (Kraft et al., 2006, Harteneck et al., 2007, Togashi et al.,



2008). TRPMS kanal blokiirii olarak bilinen 2-APB’nin inositol 1,4,5-trifosfataz
reseptOr antagonisti oldugu ve kanal etkinligini diizenleme etkisini bu sekilde
gosterdigi bildirilmigstir (Toth and Csanady 2010). Oksidatif hasar olusturulmus
transfekte CHO hiicrelerine kalsiyum girisinin kontroliinde 2-APB’nin 6nemli bir
rolii oldugu savunulmaktadir (Togashi et al., 2008, Naziroglu et al., 2011a, 2011b).
ACA’nin ise etkisini fosfolipaz A2’yi baskilayarak ger¢eklestirdigi diisiintilmektedir
(Bari et al., 2009).

2.3. Yama-Mentese (Patch-clamp) Yontemi

19. yiizyilda elektrik akimimin canlilar {izerindeki etkisini merak eden
arastirmacilar bazi hayvanlar, 6zellikle de kurbagalar {izerinde cesitli deneyler
yapmislardir. Bu deneyler sonucunda elektriksel uyarima maruz birakilan kurbaga
iskelet kaslarinda kasilma ve kasilmaya bagli olarak hareketin meydana geldigi
gozlemlenmistir (Molleman 2003). Alan Lloyd Hodgkin ve Andrew Huxley’ in
miirekkep balig1 dev aksonu ile yaptiklar1 bir ¢aligma sonucunda, uyarilabilir hiicre
zarlarinin biyofiziksel 6zelliklerini agiklayan bir model ortaya konulmustur (Hodgkin
and Huxley 1952). Daha sonralar1 ise gelisen teknolojiye paralel olarak ¢ok kiiciik
capta uglara sahip olan pipetlerin liretimi miimkiin olmustur (Hamill et al., 1981).
Oyle ki, yeni gelistirilen bu pipetlerle, hiicre zarina temas etmek ve iyon
kanallarindan hiicreye girip ¢ikan iyonlarin olusturdugu elektrik akimini 6lgmek
miimkiin hale gelmistir (Neher and Sakmann 1992, Molleman 2003, Sakmann and
Neher 1984, 2009). Yama-mentese tekniginin temel prensibi; ¢ap1 yaklasik olarak
0,5-1 um ¢apinda olan bir mikropipet ucu ile hiicre zar1 arasinda miihiir diye tabir
edilen siki bir yapigsma saglanmasinin ardindan pipet ucu igerisinde kalan hiicre zari
pargasi icerisinde bulunmasi muhtemel olan iyon kanal akimlarinin 6lciilmesine
dayanmaktadir (Sekil 5). 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 G€2’a ulagsmaktadir. Olusan bu siki
yama ‘gigaseal’ olarak adlandirilmaktadir. Bu sistem genel olarak ‘voltaj kenetleme’
olarak tanimlanmaktadir (Neher and Sakmann 1992). Voltaj kenetleme tekniginde,
zar potansiyeli belirli bir degere kenetlenerek zar boyunca olusan elektrik akimi

Olciilmektedir. Yama-mentese (Patch-clamp) teknigi voltaj kenetleme tekniginin
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gelistirilmis halidir. Zaman igerisinde gelistirilen bu yontem sayesinde hiicre zari
tizerinde bulunan belirli bir bolgeden veya tek bir iyon kanalindan elektrik akim
kaydi alabilmek miimkiin hale gelmistir. Bu yontem ilk defa Erwin Neher ve Bert
Sakmann tarafindan asetil-kolin ile aktive edilebilen hiicrelerden aldiklar: tekli kanal

kayitlart ile kullanima sokulmustur (Sakmann and Neher 2009).
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Sekil 5. Yama-mentese (Patch-clamp) metodu (Celik 2011).

Yama-mentese tekniginin; hiicre iizerinde (on-cell, cell-attached), tiim hiicre
(whole-cell), i¢i-disarida (inside-out) ve disi-disarida (outside-out) olmak lizere 4
farkli konfigiirasyonda uygulanmasi miimkiindiir (Sekil 6). Yapilacak g¢aligmanin
niteligine goére bunlardan birinin  se¢ilmesi miimkiindiir. Asagida bu

konfigiirasyonlara kisaca deginilmistir.
2.3.1. Hiicre Uzerinde (On-cell, Cell-attached)

Mikropipet yardimiyla hiicre zarina temas edilir ve pipete emme uygulanarak
bu konfigiirasyon elde edilir. En temel yama-mentese teknigi uygulamasidir
(Sakmann and Neher 1984, 2009). Mikropipet igerisine ekstraseliiler tampon
cozeltisi doldurulmalidir. Bu konfiglirasyonda ekstraseliiler olarak uygulanan
hormon veya kimyasal maddelerin mikropipet ile yakalanan hiicre zar1 parg¢asinda
bulunan iyon kanal akimlar1 lizerine etkisinin Ol¢iilmesi miimkiindiir (Davie et al.,
2006). Kayit esnasinda pipet halen hiicre ile temas ettiginden hiicre i¢i organellerin

kanal {izerine olan etkileri devam etmektedir (Chen et al., 2009).
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2.3.2. Tiim Hiicre (Whole-cell)

Mikropipet ile hiicre iizerinde (cell-attached, on-cell) konfigiirasyonu
olusturulduktan sonra pipete hafif bir emme uygulanir. Sonunda; mikropipetin, hiicre
zarini tuttugu bolgeden plazma membranini yirtmastyla olusturulur (Cai et al., 1998,
Molleman 2003). Mikropipet icerisine, intraseliiler tampon ¢ozeltisi doldurulmalidir.
Bu konfigiirasyon ile hiicre dis1 hormonlarin plazma zar1 {izerinde bulunan tiim kanal
akimlar1 tizerine olan etkilerinin incelenmesi miimkiindiir (Wilders 2006). Yani
alinan kayit, bir hiicrenin tiim kanallartyla verdigi cevabin bir gostergesidir (Hille
1992). Hiicre lizerinde konfigiirasyonunda oldugu gibi pipet hiicreden tamamen
ayrilmadig1 i¢in kayit esnasinda hiicre i¢i organel ile kanal etkilesimi devam
etmektedir. Ozellikle, alyuvarlar gibi ¢apt 5-20 um arasinda olan kiiciik ¢aplh
hiicrelerden kayit almak i¢in kullanilan en uygun yama-mentese konfigiirasyonudur

(Monen et al., 1998, Quinn and Beech 1998).
2.3.3. ici-Disarida (Inside-Out)

Mikropipet ile hiicre lizerinde (cell-attached) konfigiirasyonu olusturulduktan
sonra pipete hafifce geriye dogru gekilirse pipetin ucunda hiicre zarina ait fakat
zardan bagimsiz bir yama kalir. Boylece hiicre zarinin hiicreler arasi bosluga bakan
ylizii, mikropipetin icerisinde bulunan siviya temas ederken intraseliiler ortama
bakan yiizi, banyo ortamina temas etmektedir. Bu nedenle, hiicre iizerinde
konfigiirasyonunda oldugu gibi, mikropipet igerisine ekstraseliiler tampon ¢dzeltisi
doldurulmalidir. Kalsiyum ve siklik adenozin monofosfat (cCAMP) gibi intraseliiler
ikincil habercilerin, izole edilmis zar parcasinda bulunan kanallar iizerine etkilerinin
arastirilmast icin kullanilan bir yontemdir. Hiicre i¢i organeller olmaksizin iyon
kanallarmin ¢esitli kimyasallara kars1 verdigi cevaplarin anlasilmasi i¢in kullanilan

onemli bir aragtirma metodudur (Molleman 2003).
2.3.4. Disi-Disarida (Outside-Out)

Mikropipet ile tiim hiicre (Whole-cell) konfigiirasyonu olusturulduktan sonra
mikropipet hafif¢ce geriye dogru cekilirse pipetin ucunda, hiicre zarma ait fakat

zardan bagimsiz bir yama kalir. I¢i-disarida konfigiirasyonunda oldugu gibi hiicre ici
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organellerden bagimsiz bir arastirma olanagi saglamaktadir (Davie et al., 2006).
Boylece hiicre zarmin hiicreler arasi bosluga bakan ylizii, banyo ortamina temas
ederken, intraseliiler ortama bakan yiizli, mikropipetin icerisinde bulunan siviyla
temas etmektedir. Bu nedenle tiim hiicre konfigiirasyonunda oldugu gibi mikropipet
igerisine, intraseliiler tampon ¢ozeltisi doldurulmalidir. Hormonlarin ve bazi
kimyasal maddelerin izole edilmis zar parcasi i¢erisinde bulunan iyon kanal akimlar1
lizerine etkisinin arastiritlmasi i¢in kullanilan bir yontemdir (Molleman 2003,

Sakmann and Neher 2009).

Hiiors Uzerinds

Ici-Disanda Digi-Ihzanda

Sekil 6. Yama-mentese konfigiirasyonlari.
2.4. Yama-Mentese Setini Olusturan Temel Malzemeler

1. Faraday Kafesi: Iletken malzemeleri olusturan atomlarm en dis
yoriingelerindeki degerlik (valans) elektronlari, atomlarindan kolayca ayrilarak
hareket etme yetenegine sahiptirler. Dolayisiyla; kapali bir yiizeye sahip olan iletken
bir cisim, elektrik alan1 igerisine yerlestirildiginde bu elektronlar, iletkenin
icerisindeki elektrik alani sifirlanincaya kadar hareket eder ve bir ‘yeniden dagilim’a
ugramaktadirlar. Elektrik alanin sifirlanmasiyla birlikte, hareket etmelerinin

gerekcesi ortadan kalkmis olur. Faraday kafesi bu ilkeye gore calisir ve ig¢indeki
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nesneleri dis elektrik alanlara kars1 korur (Garudadri et al., 2011). Iletken teller ile ag
biciminde kaplanmis ve topraklanmis her kafesle bu koruma gergeklestirilebilir. Ag
gozii sikligr ve topraklama kalitesi korumayi arttirir. Faraday kafesi sayesinde
disaridaki elektrik alan kafesin igine etki edemez. Boylece yama-mentese deneyleri
esnasinda saglikli kayitlar alinmasi saglanir. Kafesin islerligi icin iletkenlerin iyi
topraklanmis olmasi gerekmektedir. Patch-clamp setinin genel goriiniimii resim 1°de

gosterilmistir (Molleman 2003).

| Faraday Kafesi

Titresim Onleyici R : -
Masa 3 o

lnverteﬂ Mikroskop

>

-

-

Resim 1. Patch-clamp (Yama-mentese) seti genel goriiniim (inverted mikroskop,
Motorize manipiilator, Is1 kontrollii gember, Titresimi 6nleyici masa, Faraday kafesi
ve perfiizyon sistemi).

2. Sarsmt1 Onleyici Masa: Yama-mentese deneyleri hiicre ile pipetin temas
etmesi prensibine dayanan, ¢alisma esnasinda yiiksek hassasiyet gerektiren bir
yontemdir. Calisma esnasinda hiicre ve pipeti géormemizi saglayan mikroskop ve
pipetin hareketini saglayan mikromanipiilator sistemi sarsinti dnleyici masa iizerine
sabitlenmis halde bulunmaktadir. Calisma esnasinda olusabilecek en kiigiik sarsinti

bile hiicre ile pipet arasinda kurulan temasin kopmasina neden olabilmektedir. Bu
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nedenle darbe emici Ozel sistemlerle donatilmis, sarsinti Onleyici bir masanin

kullanilmas1 bu sistemin olmazsa olmazlarindandir (Hille 1992).

3. Inverted Mikroskop (Floresans): Bu tip mikroskoplarda; normal 1s1k
mikroskobunun aksine objektifler mikroskop tablasinin altina yerlestirilmis
durumdadir. Bu durum hem hiicrelerin goriintiillenmesi hemde pipetin hareket
kabiliyeti ve alanmin artirilmas1 adina ¢ok énemli avantajlar saglamaktadir. Uzerinde
bulunan floresans ekleme ile floresan 151k yayan hiicrelerin goriintiilenmesi

miimkiindiir (Sakmann and Neher 2009).

4. Perflizyon sistemi: Yama-mentese deneyleri esnasinda hiicrelerin
yerlestirildigi ve ¢ember adi verilen, ortama sivi alig-verisini saglayan sistemdir.
Deneyler esnasinda kullanilacak ¢oézeltilerin bulundugu hazneler ¢cember hizasindan
daha yiiksek bir seviyeye konuslandirilmigtir. Bu hazneler ince hortumlar vasitasiyla
¢embere baglanmis durumdadir (Molleman 2003). Haznelerin ¢gember seviyesinden
daha yiiksekte olmasi nedeniyle yer ¢ekimi etkisiyle ¢embere dogru dogal bir sivi
akis1 saglanmaktadir. Stvinin akis hizi, haznelerin hortumlara baglandigi noktalara
yerlestirilen musluklar sayesinde kolayca kontrol edilebilmektedir. Cembere
gonderilen sivi, yiikksek basing nedeniyle hiicrelere ve tasma nedeniyle objektiflere
zarar verebilir. Bu nedenle gonderilen sivinin diger taraftan aynmi hizla tahliye
edilmesi gerekmektedir (Sakmann and Neher 2009). Bu islemi sivinin iki yonlii
hareket etmesini saglayan peristaltik pompa ile gerceklestirmek miimkiindiir. Bazi
sistemlerde; sivinin ¢embere gonderilmesinde ve tahliye edilmesinde sadece

peristaltik pompalar kullanilabilmektedir (Hille 1992, Molleman 2003).

5. Mikromanipiilatdr: 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 i¢in {i¢ boyutlu
(6ne-arkaya, saga-sola ve yukari-asagi) hareket ettirilmesini  saglayan

mikromanipiilatorler kullanilmaktadir (Molleman 2003, Sakmann and Neher 2009).
2.5. Serbest Radikaller

Atomlar, notron ve protondan olusan bir ¢ekirdek ve bu ¢ekirdegin ¢evresinde

donen elektronlardan olusurlar. Her tiirden kimyasal tepkime daima atomlarin dis
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orbitallerindeki elektronlar sayesinde gergeklesir. Atom ¢ekirdeginin ¢evresindeki,
elektronlarin bulundugu bosluga da orbital denir. Her bir orbitalde spinleri birbirine
zit olan iki elektron bulunur. Bu elektronlara eslenmis veya ortaklanmis elektronlar
denir (Halliwell 1987, 1991). Atom veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar
eslesmis ve ters pozisyonda yer aldiklarinda kararli bir yap1 gosterirler. Bu kararl

yap1 eslesmemis elektron bulundurduklar1 zaman bozulur.

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
sahip, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirligr diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olarak
tanimlanir. Bagka bir ifadeyle serbest radikaller, negatif yiiklii elektron sayisinin,
pozitif yiiklii proton sayisi ile esit olmadigi molekiillerdir (Halliwell 1987,
Cheeseman and Slater 1993). Oldukga kararsiz olan bu molekiiller, ¢evrelerindeki
molekiillerle ¢abucak reaksiyona girme ve bu son yoriinge elektronlarin1 paylagsma
egilimindedirler (Halliwell and Gutteridge 1992, 1999). Her tip kimyasal ve
biyokimyasal tepkime her zaman atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar sayesinde
gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi serbest radikallerin
reaktivitesini olaganiistii arttirir, dolayisiyla serbest radikaller kimyasal aktifligi
yiiksek molekiillerdir (Knight 2000, Valko et al., 2005, 2006, 2007). Insan
viicudunda biitiin hiicrelere higbir zorlukla karsilasmadan giren ve en ¢ok kullanilma
ozelligine sahip olan O, yapis1 geregi radikal olmaya ¢ok uygun oldugu i¢in serbest
radikal denince aslinda serbest oksijen radikalleri, daha genel bir anlatimla ‘ROT’
ifade edilmektedir. ROT ve serbest radikaller organizmada normal sartlar altinda
siirekli olusmaktadir. Serbest radikaller pozitif yiklii, negatif yiiklii ya da notral
olabilirler ve biyolojik sistemlerde en sik elektron transferi ile olusurlar (Khan and
Kasha 1994). Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan

radikallerdir (Seifried et al., 2007).

Viicutta iiretilen radikaller dogrudan tehlikeli ve zararli maddeler olarak
degerlendirilmemelidir. Bu molekiiller viicut igin gerekli bir¢cok fonksiyonun
gerceklesmesinde onemli rol oynarlar (Leutner et al., 2001, Valko et al., 2007). Oy’in
biyokimyasal tepkimelerde kullanilabilmesi igin reaktif formlara ¢evrilmesi
zorunludur. Mitokondride aerobik solunumda kullanilan O,’in % 2-5 ‘1 bu tiir
tepkimelerde kullanilmak {izere serbest oksijen radikallerine doniistiiriiliir. Steroid

yapidaki ¢ok sayidaki bilesigin {iiretimi, eikozanoidler gibi biyolojik aktif
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molekiillerin sentezi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, ¢ok sayida oksidaz ve
hidroksilaz enzimlerinin etkileri ve sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar1
i¢in serbest radikal yapimi olmazsa olmaz bir kosuldur (Chapple 1997, Knight 2000,
Valko et al., 2007).

Fizyolojik olarak serbest radikaller endojen kaynakli olarak indirgenme-
yukseltgenme (redoks) tepkimelerinde; mitokondriyal, endoplazmik ve niiklear
elektron iletim sistemlerinde (Sitokrom P-450), peroksizomlarda, monosit ve
nétrofillerin fagositozu gibi metabolik olaylar sirasinda bol miktarda iiretilir. Ayrica
bu molekiiller hiicre icerisinde ultraviyole 1sinlari, x 1smlart gibi radyant enerjinin
emilimi, hava kirliligi, sigara dumani, ila¢ kullanimi (parasetamol, nitrofurantoin
gibi), solventler gibi c¢evresel faktorlerin etkisiyle eksojen kaynakli olarak da

olusabilirler (Morrow et al., 1999, Morgan et al., 2007, Valko et al., 2007).

Patolojik olarak bircok malignite, diabetes mellitus (DM), ateroskleroz ve
norodejeneratif hastalikla iliskili olan serbest radikallerin en zararli biyolojik etkisi;
hiicre membran1 yag asitlerine ve lipoproteinlere saldirmasi ve lipit peroksidasyon
(LPO) olarak bilinen bir reaksiyon zincirini baslatarak, membran proteinlerine hasar
verip yapisal ve islevsel bozukluklara neden olmasidir (Gutteridge et al., 1990,

Gutteridge 1995, Valko et al., 2007, Ramakrishna and Jailkhani 2008).

Oksijen (O,) ve nitrojen molekiilleri serbest radikal kaynaklaridir. O;’in kismi
indirgenmesinden, ROT olan hidroksil (-OH) radikali ve 0, - olusmaktadir. Ayrica
singlet oksijen ('05) ve hidrojen peroksit (H,0,) molekiilleri, radikal olmayan ROT
olarak ifade edilirler (Winterbourn 1995). Oksijen kaynakli olmayan diger serbest
radikaller ise nitrik oksit (NO-), peroksinitrit (ONOOf-), LPO sirasinda olusan
peroksil (ROO-) ve karacigerdeki karbon tetrakloriir (CCls) metabolizmasi sirasinda

olusan triklormetil (CCls-) radikalidir (Seifried et al., 2004, Lam et al., 2008).

Organizmada olusan serbest radikallerin en onemlileri ve biiyiik kism1 O,
kaynakli radikallerdir (Juranek and Bezek 2005). O,’in toksik etkisi yoktur, ancak
aerobik hiicre metabolizmasi sirasinda serbest oksijen radikallerine dontisiir (Mason

et al., 1990).

17



2.6. Antioksidanlar

Serbest radikal reaksiyonlar1 noétrofil, makrofa; gibi immiin sistem
hiicrelerinin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da serbest radikallerin fazla
tiretimi, doku hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonu¢lanmaktadir (Knight 2000). ROT un
yartlanma Omiirleri kisadir fakat baglattiklar1 serbest radikal zincir reaksiyonlar ile
doku hasarina sebep olmaktadirlar (Wallace 2002). Dolayisi ile serbest radikallerin
tetikledigi oksidatif hasara karsi savunma mekanizmalar1 harekete geger. Bunlar
Onleyici mekanizmalar, tamir mekanizmalari, fiziksel savunmalar ve antioksidan

savunmalardir (Knight 2000, Valko et al., 2006, 2007).

Antioksidan savunma; canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve
DNA gibi oksitlenebilecek maddelerin oksidasyonunun Onlenmesi veya
geciktirilebilmesidir. Bu siiregte rol oynayan maddelere ‘antioksidanlar’ denir
(Blokhina et al., 2003). Enzimatik antioksidanlar sliperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(KAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleridir. SOD’un yapisinda bakir
(Cu), c¢inko (Zn) ve manganez (Mn), GSH-Px de ise selenyum (Se) iyonu
bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak da adlandirilirlar (Peskin 1997a,
1997b, Mruk et al., 2002). Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dis1 ortamda gergeklesen
enzimatik olmayan antioksidan savunmadan ise C ve E vitaminleri, transferrin,
seruloplazmin, albumin, bilurubin, B-karoten sorumludur. SOD, GSH-Px ve KAT
enzimlerinden ayr1 olarak C ve E vitaminleri de hiicre i¢i antioksidan oOzellige
sahiptir (Naziroglu 2007a). Her ikisi de hiicre membranlarindaki LPO zincir
reaksiyonlarini kiran antioksidanlardir. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dis1 sivilarda
enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi sinirhidir (Gutteridge and Halliwell 2000,

Knight 2000, Blokhina et al., 2003).
2.6.1. Selenyum

Bir¢ok enzimin kofaktoriidiir ve temel olarak antioksidan fonksiyonuyla bilinen
esansiyel bir eser elementtir (Kane et al., 2007). Diyet, selenyumun en biiyiik
kaynagidir ve alman miktar, yiyeceklerdeki konsantrasyona ve tiiketilen yiyecek
miktarina baghdir (Knegtering et al., 2005, Melkersson 2006). Baslica karaciger, kas,

bobrek ve plazmada bulunmaktadir.
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Selenyum, dogal olarak organik (selenometiyonin, selenosistein) ve inorganik
(selenit, selenat, selenid) formlarda bulunur (Akkus 1995). Selenit ve selenat in vivo
olarak selenosisteine cevrilir (Dolder et al., 2008). Selenometiyonin, barsaktan
absorbsiyonunda metiyonin ile yarisir, metiyonin i¢eren viicut proteinlerine katilir ve
depolanir. Transsiilflirasyon ile selenosisteine ¢evrilebilir. Tiim bu selenobilesikleri
hidrojen selenide katabolize edilebilir ve dimetil selenid olarak solunum yoluyla
veya trimetilselenonyum iyonu olarak idrarla atilir (Akkus 1995). Selenyum

metabolizmas1 Sekil 7 de gdsterilmistir.

Gienel viicut proteinleri Selenit
Selenometiyonin Selenoproteinler GS-Se-SG

(selenosistein olarak)

| | J

Selenosistein Selenofosfat GS5-SeH
\ ke /

CH;SeH
(CH:):5e :> Nefes
{CH;);Se’ ——> idrar

Sekil 7. Selenyumun metabolizmasi. H,Se: hidrojen selenid, CH3;SeH: metil selenid,
(CH3),Se: dimetil selenid, (CH3);Se": trimetilselenonyum iyonu, GS-Se-GS:
selenodiglutatyon, GS-SeH: glutatyon selenid

Selenyum, insan organizmasinda bir dizi biyolojik fonksiyonda rol
oynamaktadir. Biyolojik etkilerini, yapisinda selenosistein aminoasidi bulunan
selenoproteinler yoluyla gostermektedir. Selenosistein biyolojik pH da anyonik halde
bulunur ve bu 6zelligi, elektron aligverisi yoluyla biyolojik redoks reaksiyonlarinin
gergeklesmesini saglar. Selenoproteinlerin enzimatik redoks aktiviteleriyle birlikte

yapisal ve transport fonksiyonlar1 da vardir (Kane et al., 2007).

Selenyum, selenosistein halinde GSH-Px, iyodotironin deiyodinaz ve

tiyoredoksin rediiktaz enzimlerinin yapisinda bulunur. GSH-Px, E vitamini ile
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sinerjik calisan antioksidan bir enzimdir. Indirgenmis GSH ile H,O, ve lipit
hidroperoksitlerin yol agtig1 oksidatif hasar1 azaltmada ve 6nlemede rol oynar. Hiicre
biiylimesinin ve tiimdr supresor protein p53°lin diizenlenmesinde etkilidir (Lipton et
al., 1993). Selenyumun, eser diizeylerde normal biiyiime ve gelisme icin gerekli
oldugu, 1limli diizeylerde depolanabilecegi ve homeostatik fonksiyonlarin
sirdiiriilmesinde gerekli oldugu, yiiksek diizeylerde olmasi halinde ise toksik
etkilerle sonuglanabilecegi bildirilmistir (Erden and Bor 1984). Selenyum
yetersizligi, selenyum iceren enzimlerin suboptimal islevleri sonucunda azalmis
antioksidan savunma, redoks regiilasyonu ve enerji iiretimi ile iliskilidir (Erden

1987).
2.7. Transfeksiyon

Transfeksiyon islemi ile normal sartlarda hiicrede iiretilmeyen bir proteinin
tiretilmesi miimkiin olmaktadir. Hiicrenin reverse-transkriptaz veya DNA polimeraz
enzimleri tarafindan katalizlenen bir reaksiyon sonucu mRNA dan cDNA
(tanimlayict DNA)’a {retilebilmektedir. CHO hiicrelerinde TRPM2 kanallar
floresan mikroskopta goriilememektedir. TRPM2 kanallarima sahip hiicrelerin

belirlenebilmesi i¢in transfeksiyon isleminin yapilmasi gerekmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg¢
3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

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

Mikromanuplator: Mérzhduser Wetzlar (Almanya)

Pipet yapici (Puller): Sutter Instruments (ABD)

Borosilikat tiipler: Sutter Instruments (ABD)

Peristaltik pompa: Ismatec (Isvigre)

Faraday kafesi: SDU metal atdlyesi (Tiirkiye)

Sarsmt1 dnleyici sehpa: SDU metal atdlyesi (Tiirkiye)
Sogutmali santrifiij: Kubota (Japonya)

Laminar akim kabini: Jouan B4I (Fransa)

Derin dondurucu: Ugur (Tiurkiye)

Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Isvicre)

Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
Sarjli pipet: Hirschmann (Almanya)

Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

Manyetik karistirict: Niive (Tiirkiye)

Floresan spektrofotometre: Cary Eclipse, Varian (Avustralya)
CO; inkiibator: (Heal Force, Smart Cell (Japonya)

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

21



Kiiltiir petri kab1: TPP Techno Plastic Products (Isvicre)
3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Selenyum, Sigma (Almanya)

N-Methyl D-Glucamine (NMDG), Sigma (Almanya)
2-Aminoethoxydiphenyl borate (2-APB), Sigma (Almanya)
Fetal Bovine Serum, Merck (Almanya)

Hidrojen Peroksit (H20O;), Sigma (Almanya)
APOPercentage Apoptozis Kiti, Biocolor (Ingiltere)
Perfectin Transfection Reagent, Genlantis (ABD)

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)

Triton X-100, Sigma (Almanya)

Hydrochloric Acid, Merck (Almanya)

Bakar Siilfat (CuSO4* 5H,0), Merck (Almanya)
Magnesium Chloride (MgCl,*6 H,0), Merck (Almanya)
Folin-Ciocalteu’s Phenol, Merck (Almanya)

Potassium Tartarat, Merck (Almanya)

Sodium Carbonate (Na,COs3), Merck (Almanya)
Fura-2-AM, Invitrogen (ABD)

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

TCA (trichloroaceticacid), Merck (Almanya)
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Penisilin-Streptomisin, Lonza (Belgika)
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. Hiicre Kiiltiirii

Tiirkiye Sap Enstitiisii'nden temin edilen Chinese Hamster Ovary (CHO)
hiicreleri steril hiicre kiiltiirii inkiibatériinde (37 °C ve %5 CO;) 24-48 saat
inkiibasyon ile hazirland1 (Naziroglu et al., 2007). Pasajlama isleminden Once
laminar akim kabininin (Jouan B4l, Fransa) caligma alani ve i¢inde bulunan tiim
malzemeler % 70’lik etil alkol ¢ozeltisi ile temizlendi. 25 cm? lik zemine sahip kiiltiir
kaplarinda belirli bir yogunluga (en az % 80 konfluens) ulasan hiicrelerimiz laminar
akim kabini igerisine alindi (Resim 2). CHO hiicreleri kiiltiir kabinin tabanina
yapisma Ozelligi gosterdigi icin hiicreler iizerinde bulunan medyum bos bir kaba
yavasca aktarildi. Hiicrelerin lizerine 5 mL 1 X PBS (Phosphate buffered saline)
soliisyonu eklenerek bu sekilde 5 dakika boyunca bekletildi ve yavag¢a bos bir kaba
aktarilarak yikama islemi gerceklestirildi. Hiicrelerin {lizerine kiiltiir kabinin zeminini
kaplayacak miktarda (1 ml) % 0,25’lik Tripsin-EDTA c¢o6zeltisinden eklendi. Bu
sekilde tekrar inkiibatore alindi ve yaklasik 5 dakika hiicrelerin tutunduklari
zeminden ayrilmalari i¢in beklendi. Hiicreler 5 dakika sonra inkiibatérden laminar
akim kabinine alinarak tizerlerine 9 mL besi medyumu (% 89 HAM’S F12, %10 FBS
ve %1 Penisilin-streptomisin antibiyotik kombinasyonu) eklendi. Steril bir pipet
yardimiyla yaklasik 25-30 kez pipetaj islemi uygulanarak hiicrelerin birbirlerinden
lyice ayrilmast saglandi. Isik mikroskobu ile inceleme sonrasinda steril bir plastik
deney tiipline aktarilan hiicreler 37 °C sicaklikta 1000 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiij edildiler (Iida et al., 2005). Santrifiij sonrasi iistte kalan siipernatant atildi
ve pelet iizerine 1 mL besi medyumu eklenerek pipetaj islemi uygulandi. Steril bir

kiiltiir kab1 alinarak igerisine 4,5 ml besi medyumu konuldu. lyice ayristirilan hiicre
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siispansiyonundan pipet yardimiyla 0,5 ml alinarak yeni hazirlanan besi medyumu
tizerine ilave edildi. Kiiltiir kab1 saga-sola ve One-arkaya dogru yavasca hareket
ettirilerek hiicrelerin homojen bir bicimde dagilmasi saglandi. Hiicreler 151k
mikroskobu ile son kez incelenerek inkiibatore (37 °C ve %5 CO,) alindilar (Gamper
et al., 2005).

3.2.2. Transfeksiyon

Yuvarlak lameller %70 lik etil alkol ¢dzeltisi igerisinde 5 dakika boyunca
bekletildi. Etil alkol icerisinde bulunan lameller temiz bir kurutma kagidi {izerine
alindi ve her iki ylizeyi de kurulandi. Kurutulan lameller pens yardimiyla
kenarlarindan tutularak her iki yiizeyi 3’er kez alevden gecirildi ve higbir yere temas
ettirilmeden hizlica steril, yuvarlak kiiltiir kaplarina alindilar. Kiiltlir kab1 igerisine
180 ml taze besi medyumu eklendi (Gamper et al., 2005). Yuvarlak kiiltiir kabinin
igerisine pasajlama isleminin son asamasinda elde ettigimiz hiicre siispansiyonundan
200 pl eklendi. CHO hiicrelerinin pasajlanmasi esnasinda Perfectin (Genlantis, San
Diego, USA) transfeksiyon kitinde tarif edilen yonteme gore transfeksiyon iglemi
gerceklestirildi. Boylece CHO hiicrelerine, yapisinda TRPM2 sekansi bulunduran
yesil floresan protein (pcdGFP) transfeksiyonu yapildi (Naziroglu an Liickhoff
2008b). Transfeksiyon isleminden 24-48 saat sonrasinda floresans mikroskop ile
hiicreler kontrol edildi. TRPM2 kanalina sahip olan hiicreler floresans 151k altinda
yesil renkli bir goriintii verdigi tespit edildi (Gamper et al., 2005). Yama-mentese
deneyleri i¢in deney baslangicindan 36-48 saat oncesinde 100 nM Se ile hiicreler

inkiibe edildi.
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Resim 2. Hiicre Kiiltiirli (Laminar akim kabini).

3.2.3. Lipit Peroksidasyon Analizi

CHO hiicrelerinde lipit peroksidasyon diizeylerinin belirlenmesi, Placer ve
arkadagslarinin (Placer et al., 1966) bildirdikleri yonteme gore tiyobarbitiirik asit
(TBARS) reaksiyonu ile son derece hassas bir spektrofotometrede (Schimadzu, UV—
1800, Japonya) yapildi. Deneyin yapilisi: Tiim CHO hiicre gruplart 1/9 (2.25 ml)
oraninda TBARS soliisyonu ile sulandirildi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu
ile 1/9 oraninda TBARS karisimi kullanildi. Ornekler ve kor, 20 dakika siiresince
100 °C’lik su banyosunda tutuldu.

Daha sonra ¢gesme suyu altinda sogutuldu. 2500 devirde 5 dk santrifiij edildi.
Ustteki pembe renkli sivi otomatik pipetle hassas bir sekilde alinarak lem 151k
gecisine sahip kiivette 532 nm dalga boyundaki spektrofotometrede kore karsi
okundu. Standart olarak ise yine ayni oranlarda hazirlanmis 1, 1, 3, 3 tetraecthoxy
propane soliisyonu kullanildi. Degerler mikromol/gram protein olarak belirlendi.

Sonuglar nanomol/ gram protein olarak verildi.
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3.2.4. indirgenmis Glutatyon (GSH) ve Glutatyon Peroksidaz (GSHPx)

Analizleri

GSH diizeyleri Sedlak ve Lindsay’in (Sedlak and Lindsay 1968) bildirdikleri
yonteme gore spektrofotometre cihazi ile belirlendi. GSH tayini i¢in gerekli

sollisyonlar;

1. %10 trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu

2. Tris tamponu (0,4AM pH:8,9): 48,46 gram tris-
hydroxymethilaminomethan’in son hacim bir litre olacak sekilde
cozdiiriiliir ve pH hidroklorik asit (HCl) ile pH: 8,9 olacak sekilde

ayarlanir.

Deneyin yapilist:

0,1 ml hiicre homojenatt 0,4 ml TCA soliisyonu ile karistirildi. 20 saniye
boyunca vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. 0,1 ml siipernatant temiz
bir tiip i¢ine alindi. Uzerine 0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris tamponu ve 0,1 ml DTNB
(25 ml metanol igerisinde 0,099 gr ¢ozdiiriiliir) soliisyonu eklendi. Olusan sar1 renk

distile suya kars1 spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu. GSH-Px enzim

aktiviteleri Lawrence ve Burk (Lawrence and Burk 1976)

Kullanilan Solusyonlar:

1- Tris (I) HCI tampon solusyonu (50 mM) pH:7,6
2- GSH soliisyonu

3- CHPO (cumene-hydroperoxide) soliisyonu

4- %10 TCA soliisyonu

5- Tris (2) tampon 0,4 M pH: 8,9

6- DTNB soliisyonu
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Tablo 1. GSH-Px aktivitesinin tayin edilmesi deneyinin analiz semasi ve

kullanilan kimyasallar.

Kimyasallar Kontrol Ornek

Hiicre homojenat1 0.5 ml 0.5 ml

Tris HCI tamponu eklendi. 0.3 ml 0.3 ml

CHPO ilave edildi. - 0.1 ml

GSH (her tiipe 5 sn araliklarla konuldu.) 0.1 ml 0.1 ml
Oda 1s1sinda tam 10 dakika beklendi

TCA (her tiip i¢in 5 sn araliklarla konuldu) 1.0 ml 1.0 ml

2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi

Ustteki siipernatant temiz bir tiipe alind1

Uzerine Tris tampon eklendi. 2.0 ml 2.0 ml

DTNB eklendi. 0.1 ml 0.1 ml

Oda 1sisinda 5 dakika beklendi. Saf suya kars1 spektrofotometrede 412 nm
dalga boyunda okundu (Tablo 1).

3.2.5. Yama-mentese (Patch-clamp) Deneyleri
3.2.5.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Yama-mentese deneylerinde kullandigimiz tampon c¢ozeltiler, asagidaki
tablolarda belirtildigi sekilde hazirlanmistir (Tablo 2, Tablo 3 ve Tablo 4). Coziicii
olarak tim c¢ozeltilerde ultra distile su kullanildi. Cozeltilerin osmaolaritesi 310

mosmol/l olacak sekilde ayarlandi (Naziroglu 2011a).
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Tablo 2. Normal ekstraseliiler tampon ¢ozelti hazirlama protokolii

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

KCl 5

Hepes 10
D-Glukoz.H,0, 10

pH KOH ile 7,4 e ayarlanda.

Tablo 3. NMDG’li ekstraseliiler tampon ¢ozelti hazirlama protokolii

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mM)
NMDG 150
MgCl,.6H,0, 1,2
CaCl,.2H,0, 1,2

Hepes 10
D-Glukoz.H,0, 10

pH HCl ile 7,4 e ayarlandu.

Tablo 4. Hiicre i¢i tampon ¢dzelti hazirlama protokolii

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mM)
L-Glutamik Asit 145

NaCl 8
MgCl,.6H,0, 2
CaCl,.2H,0, 0,001

Hepes 10

EGTA 10

pH sezyum hidroksit (CsOH) ile 7,2 ye ayarlandi.

Selenyum’un ¢dziinebilir formunun hazirlanmasi ve uygulanist:

Inkiibasyon i¢in hazirlanan ¢ozeltide sodyum selenit (Na,SeOs) kullanilds.

Se’nin son konsantrasyonu 100 nM olacak sekilde sodyum selenit normal
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ekstraseliiler tampon c¢ozelti igerisinde ¢ozdiiriildii. Intraseliiler Se (20 nM)

uygulamalar i¢in ¢oziicili olarak hiicre i¢i tampon ¢dzelti kullanildi.
2-APB’nin ¢oziinebilir formunun hazirlanmasi ve uygulanist:

Oncelikle DMSO igerisinde ¢dzdiiriilen 2-APB nin stok soliisyonu (100 mM)
hazirlandi. -33 °C’de dondurucuda saklandi. Yama-mentese deneyleri dncesinde stok
soliisyon son konsantrasyon 50 puM olacak sekilde normal ekstraseliiler tampon

icerisinde taze olarak ¢ozdiiriildii (Togashi et al., 2008).
3.2.5.2. Gruplar Olusturulmasi

Antioksidan Parametrelerin Degerlendirilmesi i¢in Olusturulan Gruplar:
1-Kontrol Grubu

2-Selenyum Grubu (Se)

3-Selenyum + 2-APB Grubu (Se+2-APB)

4-Selenyum + Vearpamil + Diltiazem Grubu (Se+V+D)

Yama-mentese Deneylerinin Degerlendirilmesi Igin Olusturulan Gruplar:
1-Ekstraseliiler Selenyum Grubu (100 nM)

2-Intraseliiler (Hiicre i¢i) Selenyum Grubu (20 nM)

Kalsiyum Sinyali Analizlerinin Degerlendirilmesi I¢in Olusturulan Gruplar:
1-Kontrol Grubu

2-Selenyum Grubu
3.2.5.3. Yama-mentese Deneylerinde Kayitlarin alinmasi

Tiim hiicrelerden EPC 10 USB (HEKA, Lamprecht, Almanya) yiikseltecinin
baglh oldugu patch master USB yazilimina sahip bir bilgisayar yardimiyla yama-
mentese tekniginin tlim-hiicre konfigiirasyonu kullanilarak kayitlar elde edildi
(Neher and Sakmann 2009). Tiim kayitlar oda sicakliginda (24-26 °C) alindi. Kayit
esnasinda hiicrelere temas etmek icin; dig ¢apt 1,5 mm, i¢ ¢ap1 0,86 mm ve uzunlugu

10 cm olan borosilikattan (Sutter Instrument, Novato, ABD) yapilmis tiipler
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kullanldi. Istenen cap ve direngteki (~ 2-10 MQ) uca sahip mikropipetler elde etmek
i¢in pipet yapici (puller) (Sutter Instrument, Novato, ABD) kullanildi1 (Hille 1992).

Elde edilen pipet igerisine intraseliller tampon c¢ozelti konuldu. Pipet
icerisinde hava boslugu kalmamasi i¢in; parmak ile duvarlarina ¢ok hafifce vuruldu.
Mikropipet, kayit elektrotunun {izerine kilif gibi giydirilerek sikistirildi (Sakmann
and Neher 2009). Kiiltiir kabi icerisinde bulunan ve iizerine hiicrelerin yapisik
oldugu lameller 2 metal parcadan olusan ve iizerinde deney ortami ile sivi alis-
verigini saglayacak sekilde tasarlanmis delikler bulunan g¢embere yerlestirildi.
Hiicrelerin iizerine 1 ml normal ekstraseliiler tampon ¢ozeltisi eklendi. Inverted
mikroskop (Zeiss, Axiovert 40 CFL, Germany) ile floresans 1s1k yayan hiicreler
tespit edildi. Mikromanipiilatér yardimiyla pipet kayit ortamina daldirilarak veriler
patch master (HEKA, Lamprecht, Almanya) yazilimi sayesinde bilgisayar
ekranindan izlendi. Pipetin direnci kaydedildi. Hiicre zarma temas edene kadar
mikropipet ilerletildi (Hille 1992). Hiicre zar1 ile temasin saglandigi hem mikroskop
altinda gozle goriilerek hem de bilgisayar ekranindaki anlik diren¢ degisiminden
kontrol edilerek kesinlestirildi (Resim 3). Perflizyon sistemi ile pipete hafif bir emme
uygulanarak pipet ile hiicre zar1 arasinda ‘gigaseal’ (1-10 GQ) diye tabir edilen siki
mithiir olusumu saglandi (Molleman 2003). Hiicre zar1 potansiyeli -60 mV’a
kenetlendi. Bu asamadan sonra bir miktar daha emme uygulanarak tutulan zar
pargasi patlatildi ve bdylece tlim-hiicre konfigiirasyonunda kayitlar alindi (Naziroglu
2011a). Peristaltik pompa (Ismatec, Isvigre) ile ¢emberdeki sivi1 bir yandan tahliye
edilirken ayni hizda diger taraftan da perflizyon sistemi ile 10 mM H,O, ¢emberde
bulunan hiicreler {iizerine gonderildi. Bu sekilde hiicreler uyarilarak TRPM
kanallarinin aktivasyonu saglanmaya calisildi (Hara et al., 2002, Naziroglu and
Liickhoff 2008a, 2008b). Kanallarin agilmasini miiteakiben kanal aktivitesi belirli bir
platoya ulasincaya kadar beklendi. Beklenen plato olustugunda; kanallar1 inaktive
ettigine dair bildirimler olan 50 puM konsantrasyonundaki 2-aminoethoxydiphenyl
borate (2-APB), H,O;’nin gonderilmesine benzer sekilde g¢embere gonderildi
(Togashi et al., 2008, Naziroglu et al., 2011a, 2011b). Son olarak hiicrelerimizin
canliligindan emin olmak tizere N-methyl-D-glucamin (NMDG)’li ekstraseliiler

tampon ¢0zelti cembere gonderilerek kayda devam edildi. Canliligi devam eden
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hiicrelere tekrar sirasiyla H,O,, ACA, 2-APB ve NMDG uygulamalar1 yapilarak
kayit sonlandirildi (Naziroglu et al., 2011a).

Resim 3. Yama-mentese olusturulmus hiicrenin mikroskobik goriinimii.
3.2.6. Kalsiyum Sinyali

Hiicre ici Ca™ salmim miktarmin 6l¢iimii icin CHO hiicreleri 37 °C de 45
dakika boyunca 4uM Fura—2-AM floresan boyasi ile boyand1 (Bejarano et al., 2007).
Boyanma isleminden sonra yikamaya tabi tutulan hiicreler manyetik olarak
karistirilan, seffaf kiivetlere hiicre yogunlugu 2x10° / mL olacak sekilde Na'- HEPES
[(mM cinsinden); NaCl, 140; KCl, 4,7; CaCl,, 1,2; MgCl,, 1,1; glukoz, 10 ve
HEPES, 10 (pH 7,4)] soliisyonu igerisinde floresan spektrofotometredeki (Varian
Cary Eclipse, Sydney, Avustralya) haznesine yerlestirildi. Fura—2-AM igin
eksitasyon dalga boylar1 340 nm ve 380 nm, emisyon dalga boyu 505 nm de floresan
151k ile uyarildi ve yaklasik yedi dakika boyunca kayit alindi. Hiicre ici serbest Ca™
iyon diizeyi degisimleri bilgisayar ekraninda 340 nm/380 nm dalga boylarindaki
uyarimlar1 kaydedildi (Uguz et al., 2009). Elde edilen bulgular Grynkiewicz ve

arkadaglarinin tanimladig1 metoda gore hesaplandi (Grynkiewicz et al., 1985).
3.2.7. Istatistiksel Analiz

Biitlin veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. Gruplarda istatistiksel

onem varligt ANOVA testi ile yapildi. Daha sonra gruplardaki istatistiksel onemler
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Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Tim istatistiki karsilastirmalarda
anlamlhilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi. Analamli degerler least significance
test (LSD) ile degerlendirildi. Veriler SPSS (SPSS Inc. Chicago, IL, USA) lisansh

paket programi kullanilarak analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. CHO hiicrelerinde lipid peroksidasyon (LP), Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve indirgenmis glutatyon (GSH) seviyelerinin degerlendirilmesi

Tablo 5. Selenyum, Selenyum + 2-APB ve Selenyum + Verapamil +
Diltiazem ile inkiibe edilen CHO hiicrelerinde Glutatatyon Peroksidaz (GSH-Px)
aktivitesi, Glutatyon (GSH) ve Lipit Peroksidasyon seviyeleri (ortalam + SD)

Parametreler Kontrol Se Se+2-APB Se+V+D
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

LP 343+0.16 3.16 £0.11* 3.35+0.23 3.25+0.27

(['mol/g protein)

GSH 2.71+0.19 2.95+047" 2.51 £0.34° 2.55+0.30°

("Jmol/g protein)

GSH-Px 5.17+0.71 5.64 £ 0.47% 478 +0.63° 7.01 £0.52°

(IU/g protein)

ap<0.05 ve Kontrol grubuna kiyasla
b c
p<0.05 ve p<0.001 Se grubuna kryasla

Kontrol, Selenyum, Selenyum + 2-APB ve Selenyum + V + D gruplarina ait
ortalama LP, GSH-Px ve GSH degerleri tablo 5’de gosterilmistir. LP seviyesi
selenyum grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
derecede diisiik oldugu goriilmiistiir. Selenyum+2-APB ve selenyum+ verapamil+
diltiazem gruplarindaki hiicrelerde LP seviyelerinde anlamli bir degisiklik
goriilmemistir. GSH-Px aktivitesi ve GSH seviyeleri selenyum (p<0.05) ve
selenyum+verapamail+diltiazem gruplarinda (p<0.05 and p<0.001) kontrol grubuna
gbore anlamli diizeyde (p<0.05) artis oldugu gozlemlendi. Boylece selenyum ve
verapamil+diltiazem inkiibasyonun  hiicrelerde antioksidan sistemi korudugu
goriildii. Fakat 2-APB grubundaki GSH-Px aktivitesi ve GSH diizeyleri selenyum ve
selenyium+verapamail+diltiazem gruplarina gore anlamh diizeyde (p<0.05) diisiik

oldugu tespit edildi.
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4.2. Yama-mentese Deneylerinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Ekstraseliiler Selenyum fle inkiibe Edilen CHO Hiicrelerinden
Yama-Mentese Yontemiyle Elde Edilen TRPM2 Kanal Akimlarinin

Degerlendirilmesi

Selenyum ile inkiibe edilen (100 nM ve 36 saat) CHO hiicrelerinden
membran potansiyeli -60 mV kenetlenerek tiim-hiicre konfigiirasyonunda elde edilen
yama-mentese kayitlarina ait akim zaman grafikleri ve akim voltaj grafikleri sekil 8,

sekil 9, sekil 10 ve sekil 11 de gosterilmistir.
T.H.
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Sekil 8. 100 nM Selenyum ile 36 saat boyunca inkiibe edilmis fakat H,O; ile
uyarilmamis transfekte CHO hiicrelerinden yama-mentese yontemiyle TRPM2
kanallarindan alinan tiim hiicre (whole-cell) kaydi.

— — NMDG
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Sekil 9. H,0; ile uyarilmis transfekte CHO hiicrelerinden yama-mentese yontemiyle
TRPM2 kanallarindan alinan tiim hiicre (whole-cell) kaydi.
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Sekil 9°da gosterildigi gibi hiicreler oncelikle 10 mM H,0, ile uyarildi.
Uyarilan hiicrelerden TRPM2 kanallar1 vasitasiyla hiicre icine Ca™ girisi olurken
kanllarin en fazla agildig1 anda (Sekil 9°da yuvarlak icindeki 1 ile gdsterilmistir)
akim-voltaj egrisi alindi. TRPM2 kanal akimlarinin 0,7 nA’ya kadar ulastig
gozlemlendi. Ardindan daha 6nce TRPM2 kanal blokdrlerii olduguna dair bildirimler
olan antranilik asit (ACA) ve 2-APB banyo oartamina gonderildi. ACA ve 2-
APB’nin TRPM2 kanallarin1 az miktarda inhibe edebildigi gézlemlendi. Daha sonra
NMDG uygulanarak hiicrenin canliligindan emin olundu (Sekil 9°da yuvarlak
icindeki 2 ile gosterilmistir). Kayit sonlandirildi. Sekil 9°da 1 ve 2 ile gosterilen

zamanlarda alinan ve akim-voltaj iliskisini gosteren egriler sekil 10°da gosterilmistir.

I{nA)
1.01
0.8 4
0.6 1
0.4 4

1 Ry
@ V (mV)

J00—80 60 40 205, 20 40 60 s 100

~ 0.4 4
@ ’ 0.6 4
d 084

-1.0 1

Sekil 10. H,O; ile uyarilmis transfekte CHO hiicrelerinden yama-mentese
yontemiyle TRPM2 kanallarindan alinan tiim hiicre (whole-cell) kayitlarinda akim-
voltaj iliskisi.

Transfekte CHO hiicreleri, H,O; ile uyarildiktan sonra TRPM2 kanallarinin
acildig1 ve akimin belirli bir platoya ulastig1 andaki akim-voltaj iliskisi Sekil 10° da
yuvarlak igerisine alinmis 1 ile gosterilmistir. Kanallarin mekanik olarak kapatilmasi
icin NMDG’li ekstraseliiler tampon ¢6zelti uygulanmistir. Canliligi devam eden
hiicrelerde akimlarin tamamen durdugu andaki akim-voltaj iliskisi sekil 10’ da

yuvarlak icerisine alinmis 2 ile gdsterilmistir.

35



T.H. — HMDG

0,00 | H0,
< 005
- oo .
0 200 400 600 800 1000 41200 1400

Zaman (s)

Sekil 11. 100 nM Selenyum ile 36 saat boyunca inkiibe edilmis ve H,0O, ile
uyarilmis transfekte CHO hiicrelerinden yama-mentese yontemiyle TRPM2
kanallarindan alinan tiim hiicre (whole-cell) kaydi.

Sekil 11°de gosterildigi gibi selenyum ile 36 saat boyunca inkiibe edilen

hiicrelerde H,O,’nin tetikledigi TRPM2 katyon kanal akimlarini tamamen inhibe
ettigi goriildi.

4.2.2. intraseliiler Selenyum Uygulamasi ile CHO Hiicrelerinden Yama-

Mentese Yontemiyle Elde Edilen TRPM2 Kanal Akimlarinin Degerlendirilmesi

T.H.
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Sekil 12. Pipet i¢i selenyum uygulanan (20 nM) ve H,O, ile uyarilmamus transfekte
CHO hiicrelerinden yama-mentese yontemiyle TRPM2 kanallarindan alinan tiim
hiicre (whole-cell) kaydi.
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Sekil 13. Pipet i¢i selenyum uygulanan (20 nM) ve H,O ile uyarilmis transfekte
CHO hiicrelerinden yama-mentese yontemiyle TRPM2 kanallarindan alinan tiim
hiicre (whole-cell) kaydi.

H,0, ile uyarilan hiicrelerden TRPM2 kanallar1 vasitasiyla hiicre i¢ine Ca™?
girisi olurken kanllarin en fazla acildiktan sonra plato olusuma aninda (Sekil 13°de

yuvarlak i¢indeki 1 ile gosterilmistir) akim-voltaj egrisi alindu.

Daha sonra NMDG uygulanarak hiicrenin canliligindan emin olundu (Sekil
9’da yuvarlak i¢indeki 2 ile gosterilmistir). Daha sonra kayit sonlandirildi. Sekil 9°da
1 ve 2 ile gosterilen zamanlarda alinan ve akim-voltaj iligkisini gosteren egriler sekil

10°da gosterilmistir.
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Sekil 14. Pipet i¢i selenyum uygulanan (20 nM) ve H,O ile uyarilmis transfekte
CHO hiicrelerinden yama-mentese yontemiyle TRPM2 kanallarindan alinan tiim
hiicre (whole-cell) kayitlarinda ait akim-voltaj iliskisi

Transfekte CHO hiicreleri, H,O; ile uyarildiktan sonra TRPM2 kanallarinin

acildig1 ve akimin belirli bir platoya ulastig1 andaki akim-voltaj iliskisi Sekil 14’ de

yuvarlak igerisine alinmis 1 ile gosterilmistir. Kanallarin mekanik olarak kapatilmasi

icin NMDG’li ekstraseliiler tampon ¢6zelti uygulanmistir. Canliligi devam eden

hiicrelerde akimlarin tamamen durdugu andaki akim-voltaj iliskisi sekil 14’de

yuvarlak icerisine alinmis 2 ile gdsterilmistir.

Pipet i¢i (hiicre i¢i) 20 nM selenyum uygulanan CHO hiicrelerine ait tiim

hiicre konfiglirasyonunda alinmis yama-mentese kayitlarina ait akim zaman ve akim-

voltaj grafikleri sekil 12, sekil 13 ve sekil 14’de gosterilmistir.
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Komtrol H202
p<0.001 ve Kontrol grubuna kiyasla.

°p<0.001 ve H,0, grubuna kiyasla.

2-APR+H2IO2

ACA+H202  FkstraSetH202  intra SetH202

‘p<0.001 2-APB+H,0, ve ACA+H,0, gruplarina kiyasla.

Sekil 15. Ekstrseliiler ve Intraseliiler Selenyum uygulanmis ve H,O5 ile uyarilmis
transfekte CHO hiicrelerinden yama-mentese yontemiyle TRPM2 kanallarindan
alan tiim hiicre (whole-cell) kaydi.

38



Oncelikle, H202 ile aktive edilmis TRPM2 kanal akimlar1 iizerine
selenyumun koruyucu bir etkisinin olup olmadig: test edildi. Ik olarak, selenyum
inkiibasyonu denendi. TRPM2 kanal akimlar1 antioksidan bir eser element olan
selenyum tarafindan tamamen inhibe edildigi gézlemlendi (Sekil 8, Sekil 9, Sekil 10
ve Sekil 11). ikinci olarak selenyum pipet i¢i soliisyonda ¢dzdiiriilerek intraseliiler
olarak denendi. H202 ile aktive edilmis kanal akimlarinin kanallarin sitozolik
yliziine pipet vasitasiyla selenyum uygulanmasini koruyucu etkisi oldugu goriildii
(Sekil 12, Sekil 13 ve Sekil 14). Hem ekstraseliiler hem de intraseliiler selenyum
gruplarinda akim yogunluklarinin H202 grubuna gore anlamli diizeyde diisiik
(p<0.001) oldugu gozlemlendi. Ayn1 zamanda akim yogunlugunun ekstraseliiler
selenyum grubunda, intraseliiller grubuna gore anlamlhi diizeyde diisiik oldugu

gbzlemlendi (Sekil 15).

Yama-mentese deneyleri sonucunda elde edilen bulgular gostermistir ki,
H202, hiicrede ADPR gibi oksidatif stres {riinlerinin {iretimi ile sonuglanan
metabolik olaylar1 baglatarak etki gostermektedir. ADPR ise TRPM 2 kanal

akimlarinin aktive olmasina sebep olmaktadir.
4.3. Kalsiyum Sinyali Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

4.3.1. Selenyum Uygulanmis ve Hidrojen Peroksit ile Aktive Edilmis

Hiicrelerde Kalsiyum Sinyali

Kalsiyum sinyali analizleri i¢in kontrol ve selenyum (Se) gruplar
olusturuldu. Kontrol grubunda bulunan hiicreler direkt H202 ile uyarilirken
selenyum grubundaki hiicreler H,O; ile uyarilmadan 6nce 36 saat boyunca 100 nM
Se ile inkiibe edildiler. Her iki grupta da Ca™ akimlar olustuktan sonra

verapamil+diltiazem ve 2-APB ile uygulanarak etkileri gozlemlendi (Sekil 16)
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Sekil 16. Selenyum ile inkiibe edilen CHO hiicrelerinde sitozole Ca™ salmiminin
konsantrasyon-zaman grafigi.

Selenyum ile 36 saat boyunca inkiibe edilen hiicrelerde hiicre i¢i Ca+2

saliniminin kontrol grubuna gore daha diisiik seviyede oldugu belirlendi. Ayrica 2-

APB’nin kanal akimlarin1 bloke etmede yetersiz kaldigi gozlemlendi.

4.3.2. Selenyum Uygulanmis ve Hidrojen Peroksit ile Aktive Edilmis

Hiicrelerde Hiicre ici Kalsiyum Salimm Grafikleri
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V+D

Kontrol | 2-APB V+D
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Sekil 17. Selenyum ile inkiibe edilen CHO hiicrelerinde sitozole Ca™ salmiminin
akim-zaman grafiginin altinda kalan bolgelerin alan grafigi
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Selenyum, verapamil + diltiazaem ve 2-APB’nin CHO hiicrelerinde [Ca™];
salinimi lizerine etkileri sekil 16 ve sekil 17°de gosterilmistir. Hiicre igi [Ca™];
salinmim seviyesi selenyum + H»O, grubunda, kontrol+H,0O, grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde (p<0.001) azaldigi goriildii. Hiicre igi [Ca™]; salimm
seviyesi 2-APB grubunda kontrol grubuna gore yiiksek (p<0.001) olmasina ragmen
verapamil+diltiazem grubunda kontrol grubuna gore daha diisiik (p<0.001) oldugu
gozlemlendi. Ancak [Ca™]; salimmmmn selenyum+ diltiazem+verapamil ve
selenyum+2-APB gruplarinda, diltiazem+verapamil ve 2-APB gruplarina gore
anlamli diizeyde diisiik (p<0.001) oldugu goézlendi. Kalsiyum sinyali analizleri,
selenyumun H,0, ile indiiklenmis Ca™ saliimi iizerine koruyucu etkisini voltaja

duyarli Ca™ kanallar tizerinden gergeklestirdigini gostermistir.
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5. TARTISMA

Hiicresel redoks (indirgenme-yiikseltgenme) tepkimleri hiicrenin normal
isleyisi esnasinda ortaya c¢ikan bir durum olmakla beraber radyoaktif hasar, iskemi-
reperflizyon hasart ve norodejeneratif hastaliklar sebebiyle bu durumun kontrol
disina ¢ikmasi apoptotik veya nekrotik hiicre 6liimiine yo