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1. GIRIS VE AMAC

Agr1, hastayr hekime yonlendiren en sik yakinmalardan biridir. Kronik agri,
yasam kalitesini olumsuz etkilemesi ve fonksiyon kaybina neden olmasi nedeniyle

Onem teskil etmektedir.

Fibromiyalji (FM), yaygin viicut agrilari, azalmig agri esigi, belirli anatomik
bolgelerde hassasiyet, uyku bozukluklari, yorgunluk ve siklikla psikolojik sikinti ile
karakterize eklemlerde sekil bozukluguna neden olmayan, eklem dis1 romatizmal bir
hastaliktir (1). Yillik prevalansi %2-8 arasinda degisir, 40-60 yas arasinda ve
kadinlarda daha sik goriiliir (2). Agr, sertlik, hassas dokuda sislik, dokularda asiri
hassasiyet ve kas spazmlar1 ya da nodiilleri FM ile ilgili belirtilen en Onemli
semptomlardir. Karakteristik agri, hastanin belirttigi bolgelerde genis bir alana etki
eden ve yayilan bir durum olarak tanimlanmaktadir. Bu belirtilere noktasal olarak
hissedilebilen sertlikler eslik etmektedir. Sislik durumu ise 6zellikle artikiiler doku,
periartikiiler doku ve yumusak dokularda rapor edilmistir. Hastanin kendi kendine
algiladig1 hassas noktalar, FM’nin teshisinde ¢cok 6nemlidir ve sik sik kas spazmlari
ve fibrozitin goriildiigii noktalardir. Hassas noktalar 6zellikle boyun ve omuz etrafi,

g0 gsiin tist kismi ve gluteal kaslarin arka orta kadraninda kiimelenmektedir (3).

Hastaligin 6zel bir laboratuar bulgusu yoktur (4). Klinik olarak belirgin patoloji
olmamasina ragmen, kaslarda, tendonlarda ve eklemlerde yaygin agri, hassasiyet ve
sertlik mevcuttur. Bu yaygin agri, yorgunluk, uyku kalitesinde azalma, bas agrisi,

anksiyete, depresyon ve egzersiz intoleranst ile birlikte olabilir.

FM’nin etiyolojisi ve patofizyolojik mekanizmalarinda periferik ve santral
teoriler One siiriilmiis olmakla birlikte heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (5). Kas
oksijenizasyon degisiklikleri, psikolojik, biyokimyasal, hormonal ve immiinolojik
faktorlerin etkili oldugu ileri siirilmektedir (6). FM’li hastalarda agriya karsi
duyarliligin artmasi son zamanlarda daha ¢ok santral sinir sistemindeki degisikliklere
ve santral sensitizasyona baglanmaktadir. Normalde agr1 yapmayacak uyaranlarin

FM’1i hastalarda agr1 olusturdugu gosterilmistir (7).

Yapilan ¢calismalarda FM’1i hastalarda selenyum (Se) seviyesinin ve glutatyon

peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinin diisiik oldugu saptanmustir (8). Ayrica sitozole Ca*2



girisi artisinin agri semptomlarinda rol oynadigi iyi bilinmektedir. Ayrica tedavide
voltaja duyarl kanallar1 bloke eden pregabalin gibi kimyasallar kullanilmaktadir (9).
Ancak FM’li hastalarin tedavisinde, Se kullaniminin FM semptomlarini diizelttigine
dair yol gosterecek randomize kontrollii bir ¢alisma yoktur. Bu nedenle genellikle

tedavisinde antidepresanlar kullanilmaktadir.

Bazi c¢aligmalarda oksidatif stresin FM’de arttig1 belirtilmistir (10). Ayrica
hastalarda mevcut olan kronik agrida diisiik pH ile aktive olan transiyent reseptor
potansiyel vanilloid 1 (TRPV1)’in katkisini arastiran hayvan caligmalar1 da vardir.
Sican Arka Kok Ganglionlarinda (AKG) artmig bulunan TRPV1 ekspresyonunun
hiperaljezide rol aldig1 disiiniilmektedir (11). Yine yakin zamanda yapilan
calismalarda hipokampal bozukluklarin da FM’de 6nemli bir role sahip oldugu
bildirilmistir (12).

Yakin zamanda yapilan insan notrofil ¢alismasinda TRPV1 kanallar1 tizerinde
Se'nin olumlu bloke edici etkisinin gézlemlendigi belirtilmistir (13). Benzer etkinin
FM’li sican sinir hiicrelerinde de gozlenebilecegini ve bu konunun arastirilmasinin

uygun olabilecegini diisiinmekteyiz.

FM hastalarinda ve etiyopatogenezinde ise apoptozise ait veriler yetersizdir.
FM noninflamatuar bir hastalik olmakla birlikte degisik ¢alismalarda immiin sistemin
de degisik parametreleri ile etkilendigi, bazi sitokin diizeylerinin ve T hiicre aktivasyon
belirteclerinin hastalikta normal, diisiik veya yiiksek bulunabildigi belirtilmistir. Bu
baglamda apoptozis parametrelerinin degerlendirilmesinin de etiyopatogeneze katkida

bulunabilecegini diisiinmekteyiz.

Giliniimiizde FM yayginlig1 nedeniyle olduk¢a 6nemli bir saglik sorunu haline
gelmistir. Calismamizin sonuglari, FM patogenezinde oksidatif stresin, kalsiyum
sinyali ve apoptozisin roliiniin ve Se'nin etkilerinin aydinlatilmasina katki saglayarak

yeni tedavi stratejileri gelistirilmesine yardimci olabilecektir.

Bu baglamda ¢alismamizin amaci FM’li siganlarda oksidatif stres, Ca*2 sinyali
ve apoptozis belirteclerinin degerlendirilmesi ve ¢aligmalarda FM hastalarinda diisiik
oldugunu belirtilen Se'un etkisinin arastirilmasidir. Yine g¢alismamizda oksidatif
stresle aktiflenen transiyent reseptor potansiyel melastatin 2 (TRPM2) ve TRPV1’in

inhibisyonunda Se'nin bloke edici etkisinin de arastirilmasi amaglanmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Fibromiyalji Sendromu

2.1.1. Tamim

FM klinikte en sik rastlanilan kronik agri sendromlarindan birisidir. FM;
yaygin viicut agrilart (hiperaljezi ve/veya allodini) ve belirli anatomik bolgelerde
hassasiyet (hassas noktalar) ile karakterize, yorgunluk, tutukluluk, uyku bozuklugunun

eslik ettigi etyopatogenezi belli olmayan bir yumusak doku romatizmasidir (14).

FM’de klinik tabloyu olusturan c¢ok c¢esitli bulgu ve belirtiler vardir. Sabah
sertligi, bas agrisi, bag donmesi, irritabl bagirsak ve mesane sendromu, karin ve gogiis
agrilari, ¢ene agrisi, Raynaud fenomeni, sikka semptomlari, retikiiler deri renk
degisikligi, huzursuz bacak sendromu, hipermobilite sendromu, deri duyarliligi,
dismenore, ellerde subjektif sislik hissi, paresteziler gibi bulgu ve yakinmalara FM

tanil1 hastalarda siklikla karsilagilir (1,15).

2.1.2. Tarihge

FM ilk defa 1843 yilinda Froriep tarafindan, hastalarin kaslarinda basmakla
agrili bolgelerin varhigi seklinde tantmlanmustir. 1904 yilinda ise Ingiliz nérolog Sir
William Gowers tarafindan fibrozit terimi FM’i tanimlamak i¢in kullanilmigtir (16).
1976°da Kahler Hench inflamasyon olmadigini “fibrozit” yerine “fibromiyalji” terimi
kullanilmasini onermislerdir (17). Wolfe’un onderliginde 1990 yilinda Amerikan
Romatoloji Dernegi (ACR) tarafindan FM tani kriterleri yayinlanmistir (4). Bu
dlciitlere gore FM, 4 kg/cm? biiyiikliigiindeki bir basincin bu 6lgiitlerde yer alan 18
hassas noktanin en az 11 tanesinde agr1 olusturdugu bir rahatsizlik olarak
tanimlanmistir. ACR tarafindan 2010 yilinda yeni tanmi kriterleri belirlenmistir ve
hassas nokta sayis1 kriter olarak alinmamig, semptom siddeti ve yaygin viicut agrisi
dikkate alinmistir (18). Son olarak ACR 2013 alternatif tan1 kriterleri yayinlanmais, 28
hassas noktadan en az 17 tanesinde agr1 ve semptom etki anketi skoru en az 21 olmasi

sartlar1 aranmistir (19).



2.1.3. Epidemiyoloji

FM yaygin olarak karsilasilan bir klinik durumdur. Tiim etnik gruplarda, her
yasta goriilebilmekle beraber en sik 35-50 yas grubunda izlenir. Kadinlarda erkeklere
gore 10 kat daha fazla goriilmektedir (20). Prevelanst % 2-8 arasindadir ve prevelans
yasla artmaktadir. En sik dogurganlik ¢agindaki kadinlarda goriilmektedir (21). Egitim
ve sosyo-ekonomik diizeyi diisiik olanlarda FM’nin daha sik oldugu bildirilmistir (22).

2.1.4. Etiyopatogenez

FM’de etiyoloji ve patofizyolojik mekanizmalar tam olarak belirlenememistir.
FM’nin olusmasina katkida bulunan bir¢ok mekanizma oldugu diistiniilmektedir. Baz1
biyokimyasal, nérohormonal, santral sinir sistemi, immiinolojik, psikolojik, ¢evresel

ve genetik faktorlere ait hastalikta rol oynayabilecegi diistiniilen kanitlar bulunmustur

(23-24).

2.1.4.1. Genetik Faktorler

FM’de gii¢lii ailesel yatkinlik mevcuttur. Normal bireylere gore birinci derece
akrabasinda FM olan bireylerde FM goriilme sikligr 8 kat artmistir (25). Ailesel
yatkinlig1 belirlemeye yonelik ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir. Serotonin reseptorii,
serotonin tastyici, katekol-O-metiltransferaz (COMT) ve dopamin D4 reseptor genleri
insan stres cevabinda kritik rol oynayan bilesiklerdir ve bu genlerde yiiksek oranda
polimorfizm bulunmustur (26). Human 16kosit antijen (HLA) bélgesinde FM igin
muhtemel gen varlig1 tesbit edilmistir (27).

2.1.4.2. Iimmiinolojik Mekanizmalar

Son yillarda etiyopatogenezde immiinolojik faktorlerin  rol aldigini
diisiiniilmektedir. FM hastalarindan yapilan ©6n kol deri biyopsilerinde,
dermoepidermal bileskede IgG depolanmasi saptanmistir (1). Ayrica hastalarda
saptanan antiniikleer antikor (ANA) ve Raynaud fenomeni pozitifligi de

etyopatogenezde immiinolojik faktorlerin yer aldigini destekler niteliktedir (28). Lyme



hastalig1, Coxakie, Parvovirus ve HIV enfeksiyonlarini takiben FM gelisebilecegini
bildiren yaymlar vardir (29). FM’de aktif enfeksiyonun dogrudan etkisinden ziyade

enfeksiyonun immiin veya inflamatuar bir siireci tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir

).

2.1.4.3. Cevresel ve Psikolojik Faktorler

Psikososyal stres faktorleri, mekanik ve fiziksel travmalar gibi gevresel
faktorler FM etyopatogenezinde yer almaktadirlar. Akut hastalik, fiziksel yaralanma,
ameliyat, trafik kazalar1 en sik tespit edilen fiziksel travmalardir. Psikososyal
etkenlerden siklikla rastlananlar ise kronik stres, duygusal travma ve duygusal, fiziksel
veya cinsel istismardir (30). Kadin cinsiyet, kronik strese neden olan olaylar agr1 ve
diger somatik semptomlarin gelisiminde tetikleyicidir. Ayrica uyku bozuklugu ve
egzersiz yapmamanin da agrili semptomlara yol agtigi gosterilmistir (31). FM
hastalarinda normal bireylere gore anksiyete, depresyon gibi psikiyatrik bozukluklara

daha sik rastlanmaktadir (32).

2.1.4.4. Santral Mekanizmalar

Genetik ve ndroendokrin sistemlerdeki fonksiyon bozukluklarinin énemli rolii
oldugu disiiniilse de, yakin ge¢miste yapilmis olan arastirmalar santral agr
mekanizmalarinin ve santral sensitizasyonun etiyopatogenezde Onemli faktorler

oldugunu diistindiirtmektedir.

2.1.4.4.1. Noroendokrin Bozukluklar

Etyopatogenezde suglanan ndroendokrin patolojiler ile ilgili cesitli sonuglar
mevcuttur. Baz1 ¢alismalarinda FM patogenezinde hipotalamo-hipofizier-adrenal
(HHA) aksin fonksiyon bozukluklarinin rol oynayabilecegini ileri siirlilmiistiir.
Normal bireylere gore 24 saatlik iiriner serbest kortizol diizeyleri ve kortikotropin
salgilayict hormona (CRH) olan kortizol cevabi FM hastalarinda daha diisiik
bulunmustur (33). Hassas nokta sayilari ile kortizol seviyeleri arasinda da hastalarda

korelasyon bildirilmistir (34).



Agrinin algilanmasini etkileyen ve duygudurum diizenlenmesinde gorev yapan
bir norotransmitter olan serotonin FM hastalarinda diisiik bulunmus ve azalmis
serotonin miktaria bagli depresif duygudurum, nonREM uykusunda azalma, somatik
semptomlar ve agr1 duyusunda artig saptanmustir (35). Ayrica hastalarin beyin omurilik
stvisinda serotonin prekiirsorleri olan 5-hidroksitriptofan ve 5-hidroksiindolasetik asit
seviyeleri diisiik bulunmustur (36). Agrinin algilanmasini kolaylastiran Substans P,

FM hastalarinin serebrospinal s1visinda artmis olarak bulunmustur (37).

FM’nin kadinlarda daha fazla goriilmesi etyopatogenezde seks hormonlarinin
roliiniin olabilecegini akla getirmistir. Ancak normal bireylere kiyasla FM hastalarinda
gonadal hormonlarin serum diizeyleri arasinda anlamli farklilik saptanmamuistir (38).
FM’nin etyopatogenezinde biiyiime hormonu direncinin olabilecegi diisiintilmiistiir.
Hastalarda normal ya da diisiik insiilin biiylime faktorii-1 (IGF-1) diizeylerinde serum
biiyiime hormonu seviyesi yiiksek saptanmistir (39). Normal bireylerle yapilan
kargilastirmada uyku sirasinda FM hastalarinda prolaktin ve biiylime hormonu

seviyesinde diislis saptanmaistir (40).

FM hastalarinda gece plazma melatonin diizeyleri saglikli bireylere oranla daha
yiiksek bulunmustur (41). Stres nedenli hipotalamik bozukluklara artmis duyarliligin

bir gostergesinin melatonin seviyelerindeki artisin neden olabilecegi diigiiniilmektedir.

2.1.4.4.2. Uyku Bozukluklar:

Uyku bozuklugu FM’de %70-99 arasinda goriilmektedir (38). Hastalar
genellikle dinlendirmeyen uykudan s6z etmektedirler. FM hastalarinda delta dalga
uykusunda uykunun en derin fazinda anormallik vardir. Elektroensefalografi
(EEG)’de NREM doneminde delta dalgalarina alfa intriizyonu ve azalmis delta
dalgalar1 ve alfa dalgalarinda artis rapor edilmistir (39). Rahatlatmayan uykuya alfa
dalgalart1 neden olmaktadir (40). Bu EEG bulgusu FM’ye 06zgii degildir. FM
hastalarinda uyku apnesi de bildirilmistir (41).



2.1.4.4.3. Santral Sensitizasyon

Santral sensitizasyon terimi, bir ¢ok faktdrle stimiilasyon sonucu santral sinir
sisteminde genel bir asir1 reaktiviteyi ifade etmektedir (42). Primer aferent lifler
tarafindan uyarilan artmis uyaran ve spontan sinir aktivitesi cevabinin bir sonucu
olarak santral sensitizasyon olusur (43). Bir ¢alismada deneysel agrili uyaranlar FM
hastalarinda kontrol grubuna gére artmis yansiyan agriya sebep olmus ve tekrarli agrili
elektriksel kas uyarimlari FM grubunda kontrol grubuna gére daha fazla agri
olusturdugu gozlemlenmistir (44). Yine baska bir ¢alismada FM hastalarinda normal

bireylere gore agr1 toleransinda azalma ve dizestezi saptanmustir (45).

Tekrarli doku hasart veya inflamasyona bagli agrili uyaranlar, arka boynuz
noronlarindaki C liflerinin artmis uyar1 cevabina ve ndronal duyarlilikta artisa neden
olur. N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri bu yolla uyariir. NMDA

reseptOrlerinin uyarimi da allodini ve hiperaljezi gibi semptomlara neden olabilir (46).

FM hastalarinin sadece agrili veya agrisiz taktil uyaranlar sirasinda degil
istirahatte de fonksiyonel manyetik rezonans (MR) goriintiilemede agn ile iligkili
alanlarda artmis beyin aktivitesi oldugu gosterilmistir (47). Kisacast agrili uyaranlara

kars1t FM hastalarinin esikleri distiktiir (48).

2.1.4.5. Periferik Teoriler

2.1.4.5.1. Kas ve liskili Bozukluklar

FM’de kas agrist ve tutukluluk yaygm goriildiigii icin kas dokusunda
degisiklikler iizerine c¢esitli calismalar yapilmistir. Yapilan c¢aligmalarda kas
metabolizmasinda ve histopatolojisinde kontrollere goére anlamli fark saptanmamastir.
Kas biyopsilerinde en carpict bulgu lokal anoksidir. FM hastalarinda dinamik ve
izometrik kas giicii normal bireylerle benzer, ancak postural kaslarda gevseme gli¢liigii

ve performansta azalma saptanmistir (49).



2.1.4.5.2. Otonomik Disfonksiyon

FM’de otonom sinir sistemi hiperaktivitesi ve yetersiz sempatik cevap
mevcuttur (50). Soguk basing testleri, egzersiz, tilt table, hipoglisemi sonrasi
vazokonstriiksiyon ve ortostatik hipotansiyon gibi otonomik disfonksiyon bulgulari
gozlenmistir (50). FM hastalarinin sempatik deri yanitinin degerlendirildigi calismada
amplitiidlerde farklilik olmadigi, latansta gecikme oldugunu ve derin nefes sirasinda

kalp hizinda degiskenlik saptamiglardir (51).

FM ile birlikte goriilebilen Sikka sendromu, Raynaud fenomeni, anksiyete ve
huzursuz barsak sendromu ve diigiik kan basinci, bas donmesi, bayginlik gibi durumlar
otonom disfonksiyon ile iligkili olabilir (51). Yine FM’de goriilen sislik hissinin,
agridan kaynaklaniyor olabilecegi gibi, otonomik disfonksiyon sonucunda da ortaya

cikabilecegi diistintilmektedir (51).

2.1.5. Klinik Ozellikler

2.1.5.1. Agn

FM’de kas-iskelet agrilar1 en sik rastlanan belirtilerdendir ve hastalarin saglik
kurulusuna basvurmasinin en sik nedenidir. Agri, siklikla boyun ve omuzdan
baslamasina ragmen daha sonra yaygin hale gelmektedir (52). Kronik, yaygin ve
simetrik karakterdir. Agrinin yayginligi, viicudun solunda ve saginda, alt ve {ist viicut
yarisinda ve aksiyel iskelette agri olmasidir. Hastalar genellikle agrinin sinirlarini net
ayirt edemezler. Kronik olmasi ise 3 aydan uzun siiredir devam etmesini ifade
etmektedir. Agrinin tipi genellikle yanici, yakici, zonklayict olarak ifade edilir (53).
Agn giin boyu degisiklik gosterir. Agr1; soguk, nem, stres, fiziksel ¢evre, travma, asiri
yorgunluk gibi faktorlerle artar (54).

2.1.5.2. Tutukluk

Agriyla birlikte olabilen diger 6nemli bir yakinma da istirahatteki yaygin

sertliktir. Sabahlar1 daha belirgin olup tiim giin silirebilmekte, yalniz ellerde degil tiim



viicutta hissedilir ve fonksiyonel kaybina neden olmaz. Tutukluluk inaktivite sonrasi

daha belirgindir. FM’de siklig1 %75-85 arasindadir (55).

2.1.5.3. Yumusak Dokularda ve Eklemlerde Subjektif Sislik

FM’de siklig1 %50 civarindadir. Fizik muayene ile fark edilmez ve norolojik

semptom saptanmaz (56). Siklikla sislik hissi ekstremitelerdedir.

2.1.5.4. Yorgunluk ve Halsizlik

FM’de en sik rastlanan semptomlardan olup siklig1 %75-90 oranindadir. Orta
ve ciddi diizeyde goriilebilmektedir (4). Sabah kalkinca ve giiniin ilerleyen saatlerinde
en fazla olup genellikle giin boyu stirer. Hastalar ¢gogu zaman ¢ok uyumalarina ragmen
dinlenemediklerinden yakinirlar. Basit fiziksel aktivitelerde bile yorgunluk ve
halsizlik sikayetleri artar (57). Fizik muayenede kas giligsiizliigii saptanmaz (58).

Unutkanliga, is veriminde azalmaya ve konsantrasyon giicliigiine sebep olabilir.

2.1.5.5. Sabah Yorgunlugu

FM hastalarinda mevsim doniimlerinde daha belirgin olan sabah yorgunlugu
olabilir. Uyku kalitesinin 6nemli bir gostergesidir. Hastalar sabah yataktan kalkmakta

zorlandiklarin1 ve dayak yemiscesine kalktiklarini ifade ederler (57).

2.1.5.6. Uyku Bozuklugu

FM hastalarinda ¢esitli uyku bozukluklar1 goriilebilmektedir ve sikligr %75
civarindadir. Ozellikle gece sik uyanma ve uykuya dalmada gii¢liik seklinde kendini
gosterir. Uykulart hafiftir. Uyku bozuklugu olan hastalarin 9%75-90’inda sabah
yorgunlugu goriliir (59).

2.1.5.7. Paresteziler

Ciltte karincalanma, ignelenme ya da yanma hissi seklinde kendini gdsteren

parestezik sikayetlerden FM hastalar1 yakinabilirler. Sikayetler daha ¢ok govde ve iist
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ekstremitededir, ancak segmental dagilim gostermemektedir. Siklig1 ise %40-60

civaridadir (60).

2.1.5.8. Psikolojik Bulgular

FM hastalarinda siklig1 %30-40 olup, bunlar depresyon, anksiyete, stres ve
somatizasyon bozuklugunu igerir. Diger romatolojik hastaliklardaki psikolojik

problemlerle benzerlik gdstermektedir (61).

2.1.5.9. Diger Bulgular

FM hastalarinda bas agrist (migren ya da migren disi) %28-58 arasinda
goriilebilir (62). Premenstriiel sendrom ve dismenore de %40-50 oraninda sik goriilen
belirtilerdendir (20). Kabizlik, ishal, distansiyon, karin agrisi gibi belirtiler ile
seyreden irritabl barsak sendromu da goriilebilir. Yine diziiri ve sik miksiyon ile
seyreden kadin iiretral sendromu hastalarin %12’sin de mevcuttur (29). Sikka
semptomlari, Raynaud fenomeni, huzursuz bacak sendromu, temporomandibular

eklem disfonksiyonu gibi ¢esitli semptomlar olabilir.

2.1.6. Laboratuar ve Goriintiileme Yontemleri

FM’de spesifik bir laboratuar bulgusu yoktur. Rutin laboratuar testleri ve
serolojik testler normaldir. Ayrica direkt grafileri, bilgisayarli tomografi, manyetik
rezonans gibi goriintiilemeleri de normaldir. Radyolojik arastirmalar ve laboratuar
ayiricl tam agisindan yardimci olmaktair. Hastalarda inflamatuar veya metabolik

miyopati diisliniilmedikg¢e biyopsiye gerek yoktur (35).

2.1.7. Tedavi

Hastalikta etyopatogenez tam olarak aydinlatilamadigi i¢in tedavi hastaya
yoneliktir. Agri, fonksiyon ve psikososyal durumun genis degerlendirilmesi gerekir.
FM’nin tedavisi zor ve multidisiplinerdir. Tedavinin amaci ise; agr1 kontroliinii

saglamak, yorgunluk ve halsizligi diizeltmek, uykunun diizenlenmesi ve depresyon
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gibi duygu durum bozukluklarinin diizeltilmesidir (63). Giliniimiizdeki tedavi

yontemlerini nonfarmakolojik ve farmakolojik olarak incelemek miimkiindiir.

2.1.7.1. Nonfarmakolojik Tedavi

2.1.7.1.1. Hasta Egitimi

Diger hastaliklarin tedavisinde oldugu gibi FM tedavisinde de hasta egitimi
oldukca 6nem tagimaktadir. Hastaya hastaliginin ne oldugu anlatilmali ve oncelikle
hastanin giiveni kazanilmalidir. Hastanin tedaviye aktif katiliminin 6nemi
vurgulanmalidir. Hastaligin kozmetik bir problem yaratmayacagmin belirtilmesi

hastalarin is birligini kolaylastirmaktadir (64).

2.1.7.1.2. Bilissel - Davramssal Tedavi

Bilissel - davranigsal tedavi de amag hastadaki olumsuz diisiinceleri gidermek
ya da daha olumlu hale cevirmek ve kronik agriyla bas etme aliskanligi
kazandirmaktir. Hastanin aktivitesini arttirarak egzersize tesvik etmek gibi davranis
aktivasyon teknikleri, aktivite hizin1 diizenleme, agriyla basedebilme yetenegini
gelistirme, uyku hijyeni saglama ve progresif kas relaksasyonu gibi gevseme
tekniklerini 0greterek davranigsal teknikler uygulanmaya calisiimaktadir (65). FM
hastalarinda biligsel - davranissal tedavide en ¢ok etkinlik fonksiyonel durum tlizerinde

saptanmigstir (66).

2.1.7.1.3. Diizenli Yasam Saglanmasi

Hastalara diizenli bir yasam ve diizenli bir uyku aliskanlifi saglanmasi
onerilmelidir. Ayrica alkol, sigara ve kafein alimindan uzak durma onerilmelidir.

Onemli olan uykunun siiresi degildir, kalitesidir (3).
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2.1.7.1.4. Egzersiz

FM hastalar1 genelde agr1 ve yorgunluk nedeniyle hareketlerini kisitlamakta ve
sedanter yasam siirmektedirler (56). Hastalarin kas kondiisyonlar distiktiir ve diistik
kondiisyona bagl da kaslarda mikrotravmalardan etkilenme riski artar. Bu nedenle,
egzersiz tedavisi bu kisilerin tedavilerinde mutlaka yer almalidir. Egzersiz ile stresin
azaltilmasi, bozulmus postiirun diizeltilmesi, dayanikliligin arttirilmas:  ve
kardiyovaskiiler dayaniklilik restorasyonu saglanmaktadir (66). Bir derlemede 12
haftalik orta yogunluklu aerobik egzersiz ile genel iyilik ve fiziksel aktivitenin arttigi
ancak agriyr ve hassas nokta sayisini etkilemedigi gosterilmistir (67). Glinlimiizde
diger tedaviler ile birlikte kombine egzersiz dnerilmektedir ve egzersiz programinin

bireye 6zgii, diisiikk yogunlukta ve uzun siireli olmasi tedavi basarisi igin dnemlidir.

2.1.7.1.5. Fizik Tedavi Yontemleri

Fizik tedavi yontemleri siklikla agrinin giderilmesine yonelik kullanilmaktadir.
Bu amacla Transkutan Elektriksel Uyarimi (TENS), ultrason, lazer, diger algak
frekansli akimlar, buz masaji, lokal sicak uygulamalari ve manipulasyonlar
kullanilmaktadir (15). Sicak, soguk ve elektroterapi yontemleri agriyr modifiye eder,

hastalarin egzersize uyumunu arttirmaktadirlar (68).

2.1.7.2. Farmakolojik Tedavi

2.1.7.2.1. Antidepresanlar

2.1.7.2.1.1. Trisiklik Antidepresanlar (TSA)

Amitriptilin veya siklobenzapirinin FM’de agr1, uyku bozuklugu ve yorgunluk
tizerine etkilidir (69). TSA’lar geri alim blokaji yaparak seratonin ve norepinefrin
konsantrasyonlarini arttirir ve ayrica glutamaterjik norotransmisyonu bloke ederek
analjezi saglarlar. Amitriptilin, gece yatarken 10-50 mg tek doz oOnerilir. 10 mg
amitriptilin gibi diisiik dozlarda tedaviye baslanir. Doz artis1 2 haftalik aralarla 5 mg

olacak sekilde yapilir. Eger basar1 saglanirsa birkag ay boyunca tedaviye devam edilir.
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Basarisizsa 4-6 hafta sonra tedavi kesilir. Amitriptilinin agr1, uyku bozuklugu, duyarl
nokta skoru agisindan plasebo ve nonsteroid antiinflamatuvar ilaglara (NSAII) gére
belirgin sekilde tstiin oldugu gosterilmistir (70). Siklobenzaprin, 10-40 mg dozlarda
verildiginde agr1, yorgunluk, uyku bozuklugu ve hassas nokta sayisinda olumlu etkiye

sahiptir ve EMG’de kas spazmini azaltti1 gosterilmistir (15).

2.1.7.2.1.2. Selektif Seratonin Geri Alim inhibitorleri

TSA’lara benzer sekilde seratonin ve norepinefrin geri alimini inhibe ederler.
Ancak TSA’lara kiyasla agri, uyku ve yorgunluga etki biiyiikliikleri daha zayiftir.
Fluoksetinin etkinliginin incelendigi bir c¢alismada; agri, yorgunluk ve depresyon
skorlarinda iyilesme saglandigi saptanmistir (71). Paroksetin ve sitalopram ile yapilan
calismalarda da plaseboya gore Fibromiyalji Etki Anketi total skorunda anlamli

azalma saptanmstir (72).

2.1.7.2.1.3. Seratonin ve Norepinefrin Geri Ahm Inhibitérleri

TSA’lardan daha iyi tolere edilirler (69). Duloksetin ve milnacipran FM’de
kullanim i¢in FDA onayr almislardir. Tedavide birinci secenek ilag olarak
onerilmektedirler (73). Duloksetin giinde iki kez 60 mg ile agri, hassas nokta ve
fonksiyonda diizelme sagladig1 goriilmiistiir (74). Milnasipran i¢in ¢aligsmalarda 100-
200 mg dozlarda agri ve fonksiyonellik diizeylerinde anlamli gelisme saglanmis, bu

gelismelerin antidepresan etkisinden bagimsiz oldugu goriilmiistiir (75).

2.1.7.2.1.4. Monoamin Oksidaz inhibitorleri

Diger antidepresanlardan farkli olarak, nérondan salinimdan sonra yikimlarin
bloke ederek monoamin diizeylerini arttirirlar. Moklobemid kronik yorgunluk
sendromunun tedavisinde, pirlindol ise uyku, agri, yorgunluk ve duygudurum iizerine

yararl etkiler gostermistir.
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2.1.7.2.2. Antikonviilzanlar

FM tedavisinde kullanilan antikonviilzanlar pregabalin ve gabapentindir. Her
iki ilacin da analjezik etkisinin voltaj bagimli kalsiyum kanallarina baglh oldugu
diistiniilmektedir. Pregabalin ve gabapentin néronlara kalsiyum ge¢isini degistirir ve
agrinin islemlenmesinde rolii oldugu bilinen glutamat ve substans P gibi bir¢ok
ndrotransmitterin sinapstan saliniminin azalmasina neden olur. Boylece, noronal
hipereksitabiliteyi azaltir ve analjezik etki gosterir (76). Pregabalinin FM’de Onerilen
dozu 300-450 mg/giindiir. Calismalarda plaseboya gore pregabalinin agriy1 azalttigi,
uykuyu kalitesini artirdigi, yasam kalitesi ile depresyon ve anksiyetede kismen
diizelmeyi sagladigi ve yorgunluk iizerine ¢ok etkili olmadigi gorilmiistiir (77).
Gabapentin de anormal hipersensitiviteyi (allodini ve hiperaljezi) azaltmada etkili
bulunmustur. Bir ¢alismada; 1200-2400 mg/gilin gabapentinin FM’li hastalarda agri
tedavisinde gilivenli, etkin ve Kisa Agr1 Anketi ortalama agr1 siddeti skorunda anlamli
diizeyde diizelme oldugu saptanmistir. Uyku problemlerinde ve fibromiyalji etki
anketi total skorunda belirgin diizelme olurken, ortalama hassas nokta agr1 esik

degerinde degisiklik olmamistir (78).

2.1.7.2.3. Non Steroid Antiinflamatuvar ilaclar (NSAII)

FM’de kullanimi siirlidir. Uzun donem agri1 tedavisinde iimit verici
degildirler. Bir ¢calismada ibuprofenin plasebo ile karsilastirildiginda agriy1 azaltmada

istlin olmadig1 gdsterilmistir (79).

2.1.7.2.4. Sedatif ve Hipnotikler

Benzodiapezin olmayan zopiklon ve zolpidem gibi hipnotiklerin FM’de
kullanimina iligskin ¢alismalar mevcuttur. Bu ajanlar uykuda ve yorgunlukta diizelme
saglarlar, fakat agr1 veya fonksiyonda degisiklik saptanmamistir (39). Uyku problemi
olan hastalarda zolpidem gece 10 mg verilmesi yararl olabilir. Eslik eden anksiyete
ve ajitasyon var ise tedaviye alprazolam (0.5-1 mg/giin, yatmadan 6nce) gibi sedatifler
eklenebilir. Melatonin kullaniminin uykuyu iyilestirdigi ve hassas nokta sayisini

azalttig1 gosterilmistir (kadin iiretral sendrom). Huzursuz bacak sendromu veya gece
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myoklonusu olan FM hastalari, gece 0.5 mg klonazepam gibi diisiik benzodiyazepin

dozlarina iyi yanit verebilirler (3).

2.1.7.2.5. Opiyatlar

Tramadoliin plasebo karsilastirmali ve asetaminofenle birlikte kullanildigi
caligmalarda, agrida ve giinliik aktivitelerde anlamli iyilesmeye yol agtig1 goriilmuistiir
(80).

2.1.7.2.6. Diger Ilaclar

Dopamin agonisti olan pramipeksol ile FM hastalarinda yapilan bir ¢aligmada;
agri, yorgunluk ve fonksiyonda plasebo ile karsilastirildiginda anlamli iyilesme
goriilmustiir (81). Yine 5-HT3 reseptdr antagonisti olan tropisetronun FM’de
kullanimi ile ilgili ¢alismalar yapilmistir ve serotonin seviyesi diisiik olan FM’li
olgularda etkili bulunmustur. 5-10 mg doz araliginda agr1 iizerinde anlaml etki elde
etmis, 15 mg’da ise etkisiz kalmistir (82). S-adenozil-methionin bir metil donérii olup
antidepresan o6zellikleri de vardir ve FM’li hastalarda plasebodan etkili bulundugunu
gosteren caligmalar vardir (83). Gamma aminobiitirik asit prekiirsorii olan gamma
hidroksibiitirat uygulanan bir ¢aligmada; hassas nokta sayisi, agri ve yorgunluk
degerlendirmelerinde diizelme saptanmistir (3). Yapilan bir bagka ¢alismada, diisiik
doz biiyiime hormonu uygulamasi FM hastalarinda agri siddetinin azaltilmasi ve

yasam kalitesinin arttirilmasinda etkili bulunmustur (84).

2.2. Selenyum (Se)

Selenyum (Se), ilk kez 1817°de Isvegli kimyaci Berzelius tarafindan
kesfedilmistir (85). Se, insanlarin saglikli gelisimi, biyokimyasal ve fizyolojik
fonksiyonlarin devami igin gerekli olup tiroid metabolizmasi, bagisiklik ve iireme
sisteminde rol oynamaktadir (86). Bircok enzimin kofaktdriidiir ve temel olarak

antioksidan fonksiyonuyla bilinen esansiyel bir eser elementtir (87).
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Se, organik (selenometiyonin, selenosistein) ve inorganik (selenit, selenat)
formlarda bulunur (88). Selenit ve selenat in vivo olarak selenosisteine ¢evrilir (89).
Selenometiyonin, metiyonin igeren viicut proteinlerine katilir ve depolanir.
Transsiilfiirasyon ile selenosisteine ¢evrilebilir (90). Tiim seleno bilesikleri hidrojen
selenide katabolize edilebilir ve dimetil selenid olarak solunum ile ya da

trimetilselenonyum iyonu seklinde idrarla atilir (89).

TRIMETILSELENONYUM
DIMETIL SELENID . . . .
' SELENOMETIYONIN YUCUT
SELENIT PROTEINLERI
idrar
nefes
HIDROJEN
SELENID
SELENOSISTEIN

Sekil 1. Se metabolizmasi

Se’nin giinliik alinmas1 gereken miktart 55 pg’dir (91). Diyet, Se’nin major
kaynagidir ve aliman miktar, yiyeceklerdeki konsantrasyona ve tiiketilen yiyecek
miktarina bagl olarak degisir (92). Baslica karacigerde, kasta, plazmada ve bobrekte
bulunmaktadir (90). Insan beyninin farkli1 bolgelerinde degisik Se konsantrasyonlari
bildirilmistir (93).

Se biyolojik etkilerini, yapisinda selenosistein aminoasidi bulunan
selenoproteinler yoluyla gostermektedir (94). Selenosistein biyolojik pH da anyoniktir
ve elektron aligverisi ile biyolojik redoks reaksiyonlarinin gerceklesmesini saglar.
Selenoproteinlerin yapisal ve transport fonksiyonlari da mevcuttur (87). Se,
selenosistein halinde GSH-Px, iyodotironin deiyodinaz ve tiyoredoksin rediiktaz
enzimlerinin bilesenidir. GSH-Px antioksidan bir enzimdir, indirgenmis Glutatyon
(GSH) ile Hidrojen Peroksit (H202) ve lipid hidroperoksitlerin yol a¢tig1 oksidatif
hasar1 azaltmada ve dnlemede rol oynar. inflamatuar cevabin regiilasyonunda da rol
alir (95). Iyodotironin deiyodinaz, tiroit hormon metabolizmasinda tetraiyodin
tiroksini, triiyodin tiroksine ¢evirir (96). Antioksidan sistemin major komponentinden

biri olan tiyoredoksin rediiktaz; hiicre 6liimii, DNA hasar1 ve doku atrofisine neden
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olan peroksit ve hidroperoksitlerin azaltilmasindan sorumludur (90). Ayrica lipoik asit
ve C vitamininin geri doniligiimiinii saglar, K3 vitamininin metabolizmasini diizenler

ve hiicre biiyiimesinin, timor supresor protein p53’iin diizenlenmesinde etkilidir (97).

Se; eser diizeylerde normal biliylime ve gelisme i¢in, homeostatik
fonksiyonlarmn siirdiiriilmesinde gerekli oldugu, ilimhi diizeylerde depolanabilecegi

yiiksek diizeylerin toksik olabilecegi bildirilmistir (98).

Se eksikliginde dokularda lipid peroksidasyonunun arttigi, bu artisin hiicre
membraninin biitlinliigiinli ve sonugcta hiicre islevini olumsuz etkiledigi belirtilmistir
(99). Ayrica Se eksikligi; azalmis antioksidan savunma, redoks regiilasyonu ve enerji
tiretimi ile iligkilidir (100). Se eksikliginin artmis kanser ve infeksiyon riskiyle, erkek
infertilitesiyle, immiinite ve tiroid fonsiyonlarinda azalmayla iliskisi gosterilmistir
(101). Hipertansiyon, Diabetes Mellitus, kronik karaciger hastaliklari, kardiyovaskiiler
hastaliklar, epilepsi, Alzheimer Hastaligi, Parkinson Hastaliginda diisiik serum Se
diizeyleri bildirilmistir. Ayrica, endemik bir kardiyomiyopati olan Keshan hastalig1 ile
endemik bir osteoartropati olan Kashin-Beck hastaligi ve agir biiyiime geriligi, mental
retardasyon ve hipotiroidizm ile karakterize olan miksddemat6z kretenizm gibi nadir

hastaliklarda da diisiik Se diizeyleri bildirilmistir (91).

2.3. Apopitozis

Her hiicre dogar, cogalir, farklilagir ve 6liir. Programli hiicre yogunlastirma ile
karakterize noninflamatuar hiicre 6liimiine apopitozis denir. Programlanmis hiicre
Olimi, hiicre intihari, fizyolojik hiicre O6limii apopitozis ile es anlamda
kullanilmaktadir (102). Apopitozis aslinda fizyolojik bir stirectir. Molekiiler
mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Hiicrelerin genetik olarak belleklerindeki
intihar programinin ¢esitli sinyallerle, patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi

olaylarla aktive olmas1 apopitozisi baglamaktadir (103).

Apopitozisi etkileyen uyaranlarin bazilari; biliyime faktorlerinin  geri
cekilmesi, hiicre igi kalsiyum miktarinin artmasi, TGF-B (Transforming Growth
Factor) ve Fas/FasL sisteminin aktive olmasi, p53'iin aktive olmasi, enfeksiyonlar ve
glukokortikoidler, Tiimor nekroz faktor (TNF) gibi sitokinlerdir. Ayrica apopitozis

mekanizmasi, hiicre tipine ve uyarana gore farkliliklar gostermektedir.
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Apopitozis morfolojik olarak 6zgilindiir ve ana morfolojik olay, niikleusun
kondensasyonu ve pargalara ayrilmasidir. Apopitoziste kromatin siiperkondens hale
gelerek niikleus zar1 altinda kresentik goriintim olusturur. Kromatindeki degisikliklerin
baslamasiin hemen 6ncesinde sitozolik Ca*? diizeyinde énemli bir artis olmaktadir.
Floresan boyamada DNA boncuklanmalar seklinde goriiliir, bunun nedeni DNA’nin
Ca*? duyarli endoniikleaz ile interniikleozomal bélgelerden 180-200 baz giftine
ayrilmasidir (104). Immiin elektroforez yapildiginda ise ‘ladder patern’ olarak

isimlendirilen ip merdiven seklinde goriintim olusur (105).

Apopitoziste yaklasik 300.000 kirilma meydana gelir. Normalde bir hiicrede
birbirini takip eden 7 kirilmanin onarimi yapilirken, hiicre apopitozisteki bu onarimi
yapamaz. Apopitoziste hiicreler birlesme noktalarindan ayrilir ve 6zellesmis yiizey
organellerini kaybeder. Hiicre belirgin sekilde biiziiliir, birka¢ dakikada hacimlerinin
1/3’iinii kaybeder. Hiicresel biiziismenin nedeni, Sodyum (Na), Potasyum (K), Klor
(Cl) tastyicr sisteminin durmasi ve hiicre i¢i ile dis1 arasindaki sivi hareketinin

olmamasidir (106).

Apopitotik uyarim alan hiicre ¢evre ile olan baglantilarini keser ve
mikrovilluslart kaybolur. Apopitotik hiicreler 151k mikroskopunda incelendiginde,
hiicrelerin etrafinda agik bir halo goriilmektedir. Apopitotik hiicre membran1 intaktir
ve izerinde kiigiik cepcikler olusur (107). Daha sonra plazma membraninda
tomurcuklanmalar olusur ve hiicre sitoplazma ile ¢evrilmis kromatin pargalarindan
olusan apopitotik cisimciklere pargalanir (108). Zardaki tomurcuklanma ve pargalara

ayrilmada transglutaminaz enzimi etkili olmaktadir.

Apopitotik hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninir ve
fagosite edilir. Apopitotik hiicrelerin taninmasi ve saglam hiicrelerden ayrilmasi
plazma membranindaki degisikliklerle olur. Hiicre zarinda i¢ yiizeyden disariya
aminofosfolipid transferaz ile fosfatidilserin translokasyonu olur. Fagositik hiicrelerin
vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfatidil serin ile baglanir ve fagositozu

uyarir (109).

Ozellikle embriyonik gelisim ve erken biiyiime siirecinde, gorevini
tamamlamig hiicrelerin yok edilmesinde apopitozisin 6nemli rolii vardir. Bu ayni

zamanda homeostazisin devam ettirilmesi i¢in de gereklidir. Bunun yani sira
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apopitotoik siire¢ kanser gibi birgok hastaligin olusmasina yol agmaktadir. Yapisi
degismis tiimor hiicreleri kendi apoptotik siireglerini engellemekte ve hiicrenin
kontrolsiiz bir bigimde faaliyetini siirdiirmesine izin vermektedir. Ya da bunun tersine
bazi noronal hiicrelerin asir1 apoptotik faaliyet gOstermesi bunama (demans) ile

sonuclanabilmektedir (110).

2.4. Oksidatif Stres

2.4.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller; kisa Omiirlii, molekiil agirhigr diisiik ve negatif yiikli
elektron sayisinin, pozitif yiiklii proton sayisina esit olmadigr molekiillerdir (111).
Ayrica dig yoriingelerinde bir veya daha fazla paylagilmamis elektron tasirlar, bircok
fizyolojik ve patolojik siirecte iretilebilirler. Oldukga kararsiz olan bu molekiiller,
cevrelerindeki molekiillerle reaksiyona girebilir ve son yoriinge elektronlarim
paylasabilirler. Her tip kimyasal ve biyokimyasal tepkime, atomlarin dis
yorlingelerindeki  elektronlart  sayesinde gerceklesir. Son  yoriingelerindeki
paylasilmamis elektron bulunmasi serbest radikallerin reaktivitesini arttirir,

dolayisiyla serbest radikallerin kimyasal aktifligi yiiksektir (112).

Oksijen (O») biitiin hiicrelere rahatlikla giren ve en ¢ok kullanilma 6zelligine
sahip olan molekiildiir. Radikal olmaya ¢ok uygun oldugu i¢in serbest radikal denince
aslinda serbest oksijen radikalleri, daha genel bir anlatimla Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROT) ifade edilmektedir. ROT ve serbest radikaller organizmada fizyolojik sartlar
altinda stirekli olusmaktadir. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da n6tral
olabilirler (113).

Serbest radikaller, endojen ve ekzojen kaynakli nedenlere bagli olarak
olusurlar. Fizyolojik olarak endojen kaynakli indirgenme-yiikseltgenme (redoks)
tepkimelerinde; mitokondriyal, endoplazmik ve niikleer elektron iletim sistemlerinde
(Sitokrom P-450), peroksizomlarda, monosit ve nétrofillerin fagositozu gibi metabolik
olaylar sirasinda tiretilir. Ayrica bu molekiiller hiicre icerisinde ultraviyole 1sinlari, x

1sinlart gibi radyant enerjinin emilimi, hava kirliligi, sigara dumani, ila¢ kullanim
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(parasetamol, nitrofurantoin gibi) gibi gevresel faktorlerin etkisiyle eksojen kaynakli

olarak da olusabilirler (114).
Serbest radikaller insan viicudunda 3 yolla meydana gelir:

1. Normal molekiilden bir elektronun kaybi1 ya da molekiiliin heterolitik
boliinmesi ile olusur. Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi
sirasinda dig yoriingede paylasiimamis elektron kaliyorsa radikal formu olusur.
Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde

kalir (114).
X:Y->X +Y'
2. Kovalent bag tasiyan molekiilin homolitik kirilmas1 sonucu olusurlar.
Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin
kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayri

atomlar tlizerinde kalir ise, her iki atom iizerinde paylasilmamis elektron bulunur.

Sonug olarak, iki adet reaktivite diizeyi yiiksek serbest radikal olusur (115).
X:Y—->X+Y

3. Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi yoluyla olusurlar. Radikal
ozelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis yoriingede paylagiimamis
elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir. O2’in tek
elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksitin (O, ‘) olusumuna neden

olur (112).
X:e > X

Radikal olmayan tiirler bu tepkimelerden herhangi biri ile radikal haline gelir.
Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucu, tepkimeye giren

molekiiller sira ile serbest radikallere doniisiir ve hasar zincirini ilerleterek yayarlar

(113).

2.4.1.1. Siiperoksit Radikali (02 )

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile aerobik organizmalarda

sliperoksit radikali olusur (116).
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0O2i6 — O
Oy'+H,O,, —» O+ OH™ +-OH

Stiperoksit radikali, mitokondriyal elektron transfer zincirinde rediikte
nikotinamid adenin diniikleotidin (NADH) okside nikotinamid adenin diniikleotide
(NAD+) okside olmasi sonucu iiretilir. Genel olarak anyon seklinde olmasina ragmen,
ortamin pH sma bagl olarak protonlanarak katyon haline doniisebilir. Bu durumda
perhidroksi radikali adin1 alir. Siiperoksid, bir serbest radikal olmakla birlikte, kendisi
direkt olarak zarar vermez. Onemli olan, H202 kaynag1 ve gecis metal iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksid, nétrofillerin bakterisidal aktivitesi, apopitozis,
inflamasyon ve vaskiiler fonksiyonlarin regiilasyonu gibi yararli etkilere sahiptir.
Azalmis siiperoksid diizeyleri, bakteriyel enfeksiyonlara artmis bir yatkinliga neden
olabilir. Artmus siiperoksid diizeyleri ise siiperoksid dismutaz (SOD) enzimi ile H20>
ve oksijene doniistiiriilerek azaltilir. Boylece hiicresel siiperoksid diizeyleri kontrol

altindadir (117).

2.4.1.2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da

stiperoksitlerin enzimatik / nonenzimatik dismutasyonu sonucu olusur (118).
207+ 2HF —— = H02 + Oy

Hidrojen peroksit aslinda bir radikal degildir. Ancak iiretildigi bolgede kalan
stiperoksitin aksine membranlar1 gecen, sitozole diffiize olan ve uzun Omiirlii bir
oksidan olarak bilinir. Bu nedenle siiperoksitin ulagamadigi membranla korunan
yapilara ulasabilir. Burada siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici
radikal olan hidroksil radikali olusturmak tizere kolaylikla yikilabilir (Haber-Weiss
reaksiyonu). H202 bagska bir sekilde de serbest Fe+2 ile reaksiyona girerse demir
okside olurken hidroksil radikali olusur (Fenton reaksiyonu). Bu formdaki reaktif
demir ¢ok giiclii oksitleyici Ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Belirtilen potansiyel oksitleyici

Ozelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H202’nin derhal ortamdan
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uzaklastirilmas: gerekir. Bu gorevi, hiicrelerdeki onemli antioksidan enzimler olan

katalaz (KAT) ve peroksidaz enzimleri yerine getirirler (118).

2.4.1.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona

maruz kalmasi sonucunda da olusmaktadir.
H.0; + Fe? — = OH + OH + Fe*®

Hidroksil radikali, bilinen en reaktif radikaldir. Niikleik asitler, aminoasitler,
organik asitler, fosfolipidler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin ¢oguyla
reaksiyona girebilir (117). DNA ile tepkimesi sonucu baz modifikasyonlar1 ve
delesyonlari, zincir kirilmalar1 gergeklesebilir; ileri derecedeki DNA hasarlart tamir
edilemediginden hiicre 6liimiine neden olur. Proteinler iizerinde olusan oksidasyonlar
yapt degisimine neden olup proteinler proteolitik yikima gotiiriiliir. Hiicre zari su
icermediginden, hidroksil radikalinin hedefi yag asitleridir. Zar lipidlerinin
peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gegirgenligini arttirip yine hiicre oliimiine

neden olabilir (118).

2.4.1.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi1 ile bunlarin yikim hizi bir denge
icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilmaktadir. Oksidatif denge
saglandig siirece, serbest radikallerden organizma etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da yikim hizinda bir diisme dengenin bozulmasina neden
olur. Oksidatif stres olarak tanimlanan bu durum, serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gdstermekte olup,

sonug olarak doku hasarina yol agmaktadir (119).
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2.4.1.2.1. Membran Lipidleri Uzerinde Etkileri

Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller membran fosfolipidlerindeki
doymamis yag asitlerinin varlig1 nedeniyle oksidatif strese duyarlidirlar (112). Serbest
radikaller, hiicre komponentleri ile etkilesebilmeleri i¢in hiicre membranini gegmek
zorundadir. Serbest radikallerin etkisi ile yag asidi zincirinden, hidrojen atomunun
uzaklagmasi, bu yag asidi zincirinin de radikal 6zelligi kazanmasina neden olur. Zincir
reaksiyonlar1 seklinde devam eder ve sonucunda malondialdehit, 4-hidroksinoneal,
alkoller, etan ve pentan olusur. Lipid peroksidasyonu sonucu membran biitiinliigii
bozulmasi ile membran proteinleri, reseptorleri ve ayrica bunlara baglanan enzimler
inaktive olurlar. Malondialdehit DNA’nin yapisinda yer alan nitrojen bazlar ile
reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajen, genotoksik ve karsinojen etkiler

gosterir. Lipid peroksidasyonu ile olusan membran hasar1 geri doniistimsiizdiir (115).

2.4.1.2.2. Proteinler Uzerinde Etkileri

Hiicrenin protein yapilari, serbest radikallerin 6zellikle duyarli aminoasidlerle
dogrudan etkilesimiyle hasara ugramaktadir. Metionin, sistein gibi terminal siilfidril
grubu bulunduran aminoasidler ile triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi aromatik
aminoasidler oksidasyona en fazla maruz kalan molekiillerdir. Serbest radikallerin
etkilerine kars1 proteinler, lipidlere gore daha az hassastirlar ve etkilenme dereceleri
aminoasit iceriklerine baghdir. Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer
yapilarinda olusan degisiklikler fonksiyonlarmi etkilemektedir (120). Proteinlerde
aminoasitlerin modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu ve agregasyonu veya
capraz baglanmalar1 gibi yapisal degisiklikler meydana gelmektedir. Ayrica serbest
radikaller, protein yapisindaki enzimlerin aktivitelerini degistirir, membran tasiyici
proteinlerini ve reseptdr etkilesimlerini bozarlar ve immiin sistemi uyarabilecek

antijenik degisikliklere de yol acabilirler (121).

2.4.1.2.3. Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Farkli mekanizmalar ile serbest radikallerin, DNA f{izerinde baz ve seker

modifikasyonlari, zincir kiriklari, abazik bolgeler, DNA-protein ¢apraz baglanmasi
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gibi lezyonlara neden olarak hasara yol ac¢tig1 bilinmektedir(118). Niikleotidin yapisi
icinde yer alan piirin ve pirimidin bazlar1 oksijen radikallerinin etkilerini gosterdigi
bolgelerdir. Ozellikle guanin bazinin bu radikaller araciligi ile hidroksilasyonu

sonucunda DNA molekiiliiniin yapis1 degisir, mutasyonlar ve sitotoksisite ortaya

¢ikmaktadir (120).

2.4.1.2.4. Karbonhidratlar Uzerinde Etkileri

Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler otooksidasyona ugrayarak, 02 ve H202
radikallerini meydana getirirler. Monosakkaritlerin  otooksidasyonu, ¢esitli

hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (115).

2.4.2. Antioksidanlar

Immiin sistem hiicrelerinin savunma mekanizmasi icin serbest radikal
reaksiyonlar1 gereklidir, ancak serbest radikallerin fazla iiretimi, doku hasar1 ve hiicre
olimii ile sonuglanmaktadir. Dolayisi ile serbest radikallerin tetikledigi oksidatif
hasara kars1 savunma mekanizmalar1 harekete geger (112). Antioksidan savunma;
hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi oksitlenebilecek
maddelerin oksidasyonunun o6nlenmesi veya geciktirilebilmesidir. Bu siirecte rol
oynayan maddelere antioksidanlar denir (122). Oksidanlar1 antioksidanlar farkl
mekanizmalar ile etkisizlestirirler. Oksidanlar1 zayif bir molekiil seklinde, bir hidrojen
aktararak etkisiz hale getirme seklinde, onarma seklinde ya da oksidanlar1 baglayarak

fonksiyonlarimi engelleyen agir metaller seklinde olabilir (117).

Enzimatik antioksidanlar SOD, KAT ve GSH-Px enzimleridir. SOD’in
yapisinda bakir, ¢inko ve manganez, GSH-Px’da ise selenyum iyonu bulundugundan
bu enzimler metaloenzim olarak da adlandirilirlar. Hiicre dis1 ortamda gerceklesen
enzimatik olmayan antioksidan savunmadan ise E ve C vitamini, transferrin,
seruloplazmin, albumin, biliiriibin, B-karoten sorumludur. Hiicre dis1 sivilarda

enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi sinirhidir (123).
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2.4.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD): O2:-- radikalinin H202 ve 02 molekillerine

donlisiimiinii  katalizlemektedir. Metalloprotein olan SOD, hiicrelerdeki O2 -
diizeylerini kontrol etmede rol oynar. SOD, bir O2 - radikalini yiikseltgerken, diger
02 - radikalini H202’ e indirger (124). Yiiksek O kullanimi olan dokularda
(eritrositler gibi) SOD aktivitesi fazladir. SOD, fagosite edilmis bakterilerin
intraseliiler oldiiriilmelerinde de rol oynamaktadir. Bu nedenle SOD graniilosit
fonksiyonu i¢in olduk¢a Onemlidir. Lenfositlerde de SOD fazla miktarda

bulunmaktadir (124).
02_' + 02_' + 2H+ SOD 02 + HzOz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon yolunun ilk enzimidir,

hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Enzim aktivitesi, pentoz fosfat
yolunda tiretilen NAD(P)H’a bagimhidir (125). GSH-Px, ii¢ peptidli glutatyonu kendi
oksidize formuna (GSSG) oksidize ederken; sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan

tiretilmis olan H2O7 radikalini, yiiksek spesifite gostererek ortadan kaldirabilir (126).
ROOH + 2GSH GSH-Px  ROH + GSSG + H20
2GSH + H,0,  GSH-Px 2H,0 + O,

Selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak iizere iki tip GSH-PX
vardir. Selenyumdan bagimsiz formu organik H202 molekiillerini kullanip, yiiksek bir
aktivite gosterebilir. Selenyuma bagimli olan formu ise sitoplazmada bulunur ve

kapasitesi daha diisiiktiir (127).

Fagositik hiicrelerde major peroksit uzaklastiric1 goérevi yapan GSH-Px diger
antioksidanlarla birlikte, oksidatif patlama sirasinda serbest radikal peroksidasyonu
sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormesini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px
oksidatif strese karsit en etkili antioksidandir. Endoplazmik retikulumdan salinan
H202’in dekompozisyonunun primer sorumlusu olan GSH-Px aktivitesindeki azalma,

H202’in artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol agmaktadir (127).

Katalaz (KAT): iceriginde Fe*® bulunduran dort hem grubuna ayrilmus,

glikoprotein  yapisinda, bir hemoproteindir. SOD’m  olusturdugu H20x2in,

peroksidazlarla beraber oksijen ve suya parcalanmasinda rol almaktadir (124).
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2.4.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar; C Vitamini (Askorbik Asit), E Vitamini, A
Vitamini, Karotenoidler, o-Lipoik Asit, Ubikinonlar (Rediikte Koenzim Q), Urik Asit,

Biliriibin, Albiimin, Transferrin, GSH, Seruloplazmindir.

Indirgenmis Glutatyon (GSH): Sistein igeren bir tripeptit olup invivo

sentezlenebilen ve ince bagirsaktan emilebilen endojen ve eksojen bir antioksidandir.
Peroksidazlar icin substrat gorevi gorebilir ve antioksidan etkili C ve E vitaminleri
tizerinde de orta diizeyde koruyucu etkiye sahiptir (122). GSH, DNA sentezi ve hasarl
pargalarinin onarilmasinda etkindir; aminoasit transportu, peroksit metabolizmasi,
iskelet-kas biitiinliigii ve birgok enzim aktivitesinin diizenlenmesinden sorumludur.

Eksikligi hiicre 6liimiine yol acar (124).

2.5. Hiicre ici Kalsiyum Sinyali

2.5.1. Hiicre ici Kalsiyum Sinyali ve Onemi

Hiicrelerin islevleri hiicresel iyon degisimleri ile tetiklenmektedir. Ca*?, hiicre
i¢ci siireglerde ve hiicreler arasi etkilesimde onemli rollere sahiptir. Canlilarda
gerceklesen bircok &nemli olayda Ca*? belirleyici rol oynamaktadir. Damar diiz
kasinin kasilmasi/ gevsemesi, hiicre boliinmesi, hiicresel motilite, hormon sekresyonu,
metabolizma, sinir sisteminin isleyisi, yumurtanin dollenme sonucu aktivasyonu,
protein dongiisii, gen ekspresyonu, yaralarin iyilesmesi, karaciger hiicrelerinin
davraniglarinin diizenlenmesi, apopitozis gibi birgok fizyolojik olay1 kontrol eden bir
iyondur (128). Bircok fonksiyonu kontrol etmesi hiicre igerisindeki kalsiyumun
diizenli olarak ayarlanmasina baglidir. Normal noronal fonksiyonlarda énemli rol
oynar (130). Plastisite ve sinaptik transmisyon gibi 6nemli néronal olaylar1 diizenler

(129).

2.5.2. Hiicre i¢i Kalsiyum Sinyalinin Olusumu

Endotel kaynakli maddelerin sentezi veya salinnminda Ca*? iyonunun

gerekliligi kismen aydmliga kavusturulmustur. Son yillarda patch-clamp ve
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mikrospektrofluorometrik arastirma teknikleri ile flurosan 1s1gina duyarli cesitli
boyalar hiicre igerisindeki iyonik akimlari ve hiicre i¢i serbest iyon seviyelerinin
ol¢iilmesini miimkiin hale getirmistir (131). [Ca*?]i, hem hiicre dis1 ortama, hem de
hiicre i¢inde Ca*? depolayan yapilara gore ¢ok diisiiktiir. Bu fark, Ca*? i¢in ¢ok biiyiik

bir siirdiiriicii kuvvet olusmasina sebep olur. Bu nedenle Ca*?

un hiicre i¢inde sinyal
molekiilii gérevi yapabilir ve bu 6zelliginden dolay: hiicre igin bir ikincil habercidir

(130).

Hem hiicre zar;, hem de endoplazmik retikulum zarmmdan Ca*? gegisi, bu
stirdiiriici kuvvetin etkisi ile protein yapidaki kanallardan olur. Bu kanallar,
cogunlukla kapali durumda olup; voltaj, mekanik uyar1 ya da ligand baglanmasi ile

aktive olur ve Ca*? gegirgenligi saglarlar (132)
Hiicre disindan sitoplazmaya Ca*? girisi saglayan kanal tipleri sunlardir:

A-Voltaj Bagimli Ca*? kanallari: Membran depolarizasyonu sonucu aktive

olurlar. Bu aktivasyon, kanallar1 Ca*®a gecirgen hale getirir. Bu sayede hiicre

zarindaki elektriksel olaylar, hiicre i¢indeki fizyolojik olaylarla iligskilendirir (133).

B- Ligand Bagimli Ca*2 kanallari: Hiicre disindan gelen ligandlarin baglanmasi

ile aktive olur ve Ca*?a gegirgen hale gelirler. Bu kanallar ayn1 zamanda birer reseptor

gorevi gorlirler. Bu kanallara nikotinik asetilkolin reseptorleri 6rnek verilebilir (134).

C- Kalsiyumun sizarak hiicreye girdigi kanallar: Bu kanallarin aktivasyon

mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Hiicre ici Ca*? depolari, Ca*? sinyali sonucu
ya da daha farkli sekillerde bosaldiginda, bu kanallar hiicre disindan sitoplazmaya Ca*?

girisine sebep olurlar.

D- Na —Ca degis tokusu

Hiicre ici Ca*? depolarindan Ca*? ¢ikisini saglayan yapilar sunlardir:

Ryanodin ve inositol 1,4,5-trifosfat reseptérleri: Endoplazmik retikulumdan

Ca*2 salmimi inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) reseptérii ve ryanodin reseptorii iizerinden
olur. Hiicre membraninda bulunan reseptdrlere agonistlerin baglanmas ile fosfolipaz
C aktive olur. Fosfolipaz C’nin aktive olmasi, biinyesinde barindirdig: alfa, beta ve
gama alt birimlerini aktive eder. Aktive olmus fosfolipaz C, membran

fosfolipidlerinde fosfoinositoldifosfati (PIP2) aktive eder. PIP2’in aktive olmasi
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diagilgliserol (DAG) ve IP3 aktivasyonu ile neticelenir. DAG hiicre zarinda protein
kinaz C formunda kalir, IP3 de sarkoendoplazmik retikuluma gider ve kalsiyum
depolarindan sitozole kalsiyum akisina neden olur. IP3 reseptorii ile hiicre i¢i kalsiyum
salinimi saglanmis olur. Ryanodin reseptorleri ise dogrudan voltaj bagimli Ca*?
kanallarindan giren Ca*? tarafindan aktive edilir (135). Hiicre i¢i serbest Ca*? artisinin
tetikledigi kalsiyum salinimi, pozitif geri-besleme mekanizmasi olarak ig gérmektedir.

+25

Hiicre i¢i depolara Ca™’un alinmasi ii¢ yolla gerceklesir:

1. Endoplazmik retikulum membranindaki Ca-ATPaz enzim aktivitesinin

artmastyla Ca*? aliminin artmasi
2. Hiicre membranindaki Ca -ATPaz yardimiyla hiicre disina Ca*? atilmasi

3. Diger ikisine oranla daha az olmak lizere Na — Ca degis tokusu yardimiyla
olmaktadir. Istirahat durumunda hiicre dis1 kalsiyum iyonu, hiicre i¢ine oranla 10000-

20000 kat daha ytiksektir (136).

2.6. Transient Receptor Potansiyel (TRP) Kanallar:

Transient receptor potansiyel (TRP) kanallar1 1998 yilinda drosphila tiirii sirke
sineklerinin gozlerinde bulunan fotoreseptdrlerde kesfedilmistir. Mutasyona ugramis
bu kanallarin siirekli bir 1518a karsi siirekli yerine gegici gerilim olusturmasiyla
karakterize oldugu ve buna bagli gorsel defekt olustugu saptanmistir (136). TRP
kanallari, memelilerden omurgasizlara kadar organizmalarin dokularindaki
proteinlerin ¢esitli bir grubunu olusturmaktadir (137). TRP kanallar1 voltaj bagiml
olmayan, kalsiyum, Na ve K' a ge¢irgen olan katyon kanallaridir (138).

TRP katyon kanallari iist ailesi voltaja duyarli Ca*? ’a gegirgen katyon
kanallarinin genis bir yelpazesini i¢ine almaktadir. Devam eden genetik arastirmalar
neticesinde giiniimiizde memelilere ait toplam 28 ¢esit TRP kanallar1 6 alt aileye
gruplandirilmigtir. Bunlar; TRP conancial (TRPC) 7 alt aileden, TRP vanilloid
(TRPV) 6 alt aileden, TRP melastatin (TRPM) 8 alt aileden, TRP polycystein (TRPP)
3 alt aileden, TRP mucolipin (TRPML) 3 alt aileden ve TRP ankyrin (TRPA) 1 alt

aileden olusmaktadir. Giinlimiizde TRP kanallarin1 nelerin aktive ve bloke ettikleri
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kesin olarak bilinmemektedir (139). Ancak, birgok hastaligin bu kanallarin

aktivasyonu ve inaktivasyonu ile alakali oldugundan bunlara olan ilgi artmaktadir.

TRP kanallar1 dokunma, duyma, tat alma, gérme, termal hassasiyet gibi
duyularin algilanmasinda 6nemli bir role sahiptir (140). Genel olarak N terminal,
transmembran bolgesi ve C terminal olmak iizere 3 ana bdlgeden olusur (141).
Tekrarlanan ankrin ve coiled-coil olarak adlandirilan yapilar N terminalinde iken, TRP
homoloji ve enzimatik Nudiks boks segmentleri C terminalinde bulunmaktadir. C
terminalinde enzimatik bir bélge bulunmasi ve ayn1 zamanda kanal vazifesi gormesi
nedeniyle ‘chanzyme’ olarak da adlandirilmaktadir. iyonlarmn bir taraftan digerine
gecisi, transmembran bolgesindeki 5. ve 6. segmentler arasindan gerg¢eklesmektedir.
Kanal gézeneginin 5. ve 6. segmentleri arasindaki bir iletken iyon etrafinda homo veya
heterotetromerik diizenlemelerle TRP kanallar1 voltaj kapili K* kanallarina benzer
basit bir yapiya sahiptir (136). Bu durum sadece tek degerlige sahip katyonlar i¢in
gecerli degil, Ca*? ve Magnezyum (Mg*?) icinde gecerlidir.

Ayrica, TRPM2 ve TRPC kanallarinin Nudiks alanlar1 Adenozin di-fosfat
Ribozu (ADPR) pirofosfataz enzim aktivasyonu igermektedir ve ADPR, riboz 5- fosfat
ve adenozin monosfosfata parcalar ve kanal acgilir. ADPR pirofosfataz aktivasyonu
TRPV kanallarinda yoktur. Buna ilaveten biitiin TRP kanallar1 ¢ok yonlii diizenleyici
protein etkilesim alanlarina sahiptir. Cok yonlii protein kinaz A ve protein kinaz C
varsayilan fosforilasyon alan fonksiyonlar1 tanimlanmistir. Birka¢g TRP kanallarinda

da fosfotidilinositide 3 kinaz SH2- tanima alanlar1 kesfedilmistir (142).

TRP kanallar1 ya direkt olarak plazma zarlarindaki Ca*? kanallar1 gibi
davranmakta ya da Ca*2 kanallarinin modiilasyonu igin itici gii¢ olan zar potansiyelini
degistiren sitozolik serbest Ca*? kanallarinda degisime yardimci olmaktadirlar (143).
Tiim islevsel TRP kanallari (TRPM4 ve TRPMS disinda) Ca*? icin gegirgendirler.
TRPV5 ve TRPV6, Ca*?’a cok gegirgendir. TRPM6 ve TRPM7 Mg*?’a ¢ok gegirgen,
TRPV1,TRPMLI1 ve TRPP3 kanallar1 da H" iyonlarina ¢ok gegirgendirler (144).

2.6.1. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin (TRPM) Kanallar:

TRPM alt ailesinin 8 iiyesi vardir ve bunlar 4 grup igersinde yer alirlar. Bunlar;

TRPM2/TRPMS, TRPM1/TRPM3, TRPM4/TRPMS ve TRPM6/TRPM7¢ dir (139).
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Bu ailenin ilk kesfedilen tiyesi TRPM1 kanallaridir ve ilk kez melanoma hiicrelerinde
belirlenmistir (144). Bu nedenle melanoma kelimesinin bas harfi ‘M’ ile ifade edilirler.
TRPMI1 kanallarinin yiiksek oranda metastatik potansiyele sahip olan melanoma
hiicrelerindeki ekspresyonunun, nonmetastatik hiicrelerdekine gore diisiik oldugu
tespit edilmistir (145). Bunun yaninda normal dokularda da bulundugu tespit
edilmistir. TRPM kanallar1 6 segmentten olusan bir transmembran bdlgesine, N ve C

terminal bolgelerine sahiptirler (139).

TRPM alt ailesinin 6zellikle oksidatif stresle aktive olan, TRPM2 kanallarinin
hiicre farklilagmasi ve canliligin devam ettirilmesi gibi 6nemli fonksiyonlarin yerine

getirilmesinde rol oynadiklar1 bilinmektedir (146).

Hem TRPM6 hem de TRPM?7 fonksiyonel C terminali serin/treonin kinaz
icerirken, TRPM2 ADPR pirofosfataz faaliyeti gosteren fonksiyonel NUDT9 homoloji
alani igerir. Ca*? gegirgenligi farklilik gosterir. Buna ragmen TRPM1 kanali harig tiim
TRPM katyon kanallar1 bu giline kadar karakterize edilmemislerdir. TRPM4 ve
TRPMS 1stya duyarli Ca*? aktif kanallaridir (144). TRPM2; ADPR, H202 ve
sicaklikla aktif hale gelir. TRPM3 kanallart TRPM6 ve TRPM7 kanallar1 gibi hiicre
ici Mg*? seviyesi ile diizenlenir. Hiicre sismesi gibi bazi mekaniksel uyarimlarin
TRPM3 kanallarini aktive ettigine dair diistiniilmektedir (147). Yakin zamandaki bir
calismaya gore; diisiik sicaklikla ve mentol ile aktive edilen TRPMS kanallarinin hem
tekrar viicut sicakligina doniildiigiinde hem de antranilik asit uygulandiginda, 6nemli

Olciide kanallarin inaktive oldugu bildirilmistir (141)

2.6.1.1. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 (TRPM2) Kanallari

TRPMZ2, Ca*?igin gegirgen nonselektif katyon kanallaridir (148). TRPM2 geni
ilk kez 1998°de klonlanmistir (149). Bu kanallar 6nceleri TRPC7 ve LTRPC2 olarak
daha sonra ise yapilan filogenetik siniflandirma sonucunda giiniimiizde de yaygin
kullanilan TRPM2 olarak adlandirilmistir (140). TRPM2 kanallar1 basta beyin ve
kemik iligi olmak {izere bobrek, bagirsak, karaciger, akciger, testis, prostat, pankreas,

iskelet kasi, lokositler ve AKG gibi bir¢ok doku ve hiicrede tespit edilmistir (150).

TRPM2 kanallarinin 4 alt tipi bulunmaktadir ve kanallarin molekiiler yapisi

diger kanallar gibi 6 segmentten meydana gelip, katyon girislerinin 5. ve 6. segmentler
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arasinda gozlenmektedir. Bu kanallar Na ve K'a gegirgen olup kalsiyumun girigsinde
de ¢ok onemli rol oynarlar (151). TRPM2’nin transmembran bdlgesinin yaninda
intraseliiler N ve C terminal uglar1 bulunmaktadir. TRPM2 katyon kanallarinin C
terminalindeki Nudiks alaninda (NUDT9) bulunan ADPR pirofosfataz enzimiyle,
ADPR, riboz-5 fosfat ve AMP ye parcalanip TRPM2 kanallarinin agilmasina sebep
olur (148). Yani anahtar1 kanalin igerisindedir. TRPM?2 kanallarinin oksidatif stresle
de aktive olabilecegi gosterilmistir (152,153). Bu oksidatif stres ve ADPR ile
aktivasyon konular1 kesinlenmis olmasina ragmen bunlarin birlikte mi yoksa ayr1 ayri
mi1 kanali aktive ettikleri giinlimiizde hala tartisilmaktadir. Bir kisim arastirmacilar
kanallarin hem ADPR ve oksidatif stresle ayr1 ayr1 aktive olduklarini rapor etmelerine
ragmen (148), diger bir kisim aragtirmacilar oksidatif stres {liriinlerinin ADPR diizeyini
artirdigin1 ve ADPR kanali agtigini yani oksidatif stresin kanal aktivasyonunda dolayl
etkisinin oldugunu savunmuslardir (154).

ADPR fiiretimi, G proteine bagli reseptorlere ligand kanal aktivasyonu ile

+2¢

baslatilir. Reseptor aktivasyonu ayni zamanda intraselliiler Ca™‘un yiikselmesi, IP3

*2un serbest birakilmasina neden olur. ADPR

tarafindan hiicre ici organellerden Ca
polimerlerinin stimiilasyonu sonrast poli (ADPR) polimeraz—1 (PARP-1)’c ve
sonrasinda poly (ADPR) glikohidrolaz (PARG) tarafindan ADPR’ye hidroliz edilir.

Bu olay hiicreyi apoptozise gidinceye kadar uyarabilir.

Metabolizma sonucu iiretilen H202 hiicre igerisine girerek TRPM kanalim
aktive etmesiyle hiicre icerisine Ca*un girisinin artirdigina inamlmaktadir (155).
Sitozolde Ca*? artis1 mitokondride depolarizasyon ve porlarin agilmasim saglar. Bir
kisim aragtirmacilara gore ise H202 hiicre i¢i organellerde (¢ekirdek, mitokondride
v.b) ADP-riboz sentezini artirmakta ve kanali agmaktadir (154). Ayrica, hiicre kiiltiirii
ortaminda TRPM2 kanallarmin H202 ile aktive oldugu gozlenmistir (156). Fakat, zit
sonuglara sahip caligmalar da mevcuttur (157). Patch-clamp ile alinan tekli kanal
kayitlarinda kanallarin ikinci haberciler olmadan da aktive olabildigi gozlemlendi

(152).

Hiicre i¢i Ca*® iyonu artis1 hiicre oliimlerine kadar varan patofizyolojik
olaylarin baslaticisidir (158). Noronlarin elektriksel olarak asir1 uyarilmasi “asiri

uyarilma toksisitesi” adi verilen, hiicreyi 6liime gotiiren bir siireci baslatabilir. Bu
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durum pek ¢ok ndrodejeneratif hastalikta ve travmalar sonra gdzlenen néron kaybinin
patofizyolojisinde sorumlu tutulmaktadir. Asir1 uyarilma toksisitesinde hiicre 6liim

siirecini baslatan hiicre i¢inde yiikselen Ca*? seviyesidir.

Giiniimiizdeki TRPM2 kanallari, Ca*? kanal inhibisyonunda kullanilan ilaglar
ile bloke olmamaktadir (159). Bu nedenle hiicre i¢ine Ca*? girisini ayarlayan TRPM2
hiicre zar1 katyon kanallarin1 aktive ve inhibe eden mekanizmalarin arastirilmasi hiicre
ici Ca* artis ile ilgili basta iltihabi, kanser ve kalp hastaliklarmin olusum nedenin

bilinmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir (160).

Yapilan ¢aligmalarda, TRPM2 kanal aktivasyonunun diizenlenmesinde 2-
aminoethoxydiphenyl borat (2-APB) ve antranilik asidin 6nemli rolleri olabilecegi
diistiniilmektedir (161). TRPMS8 kanal blokiirii olarak bilinen 2-APB’nin inositol
1,4 5-trifosfataz reseptdr antagonisti oldugu ve kanal etkinligini diizenleme etkisini bu
sekilde gosterdigi bildirilmistir (162). Oksidatif hasar olusturulmus transfekte CHO
hiicrelerine kalsiyum girisinin kontroliinde 2-APB’nin 6nemli bir rolii oldugu
savunulmaktadir (141). Antranilik asidin ise etkisini fosfolipaz A2’yi baskilayarak
gerceklestirdigi diisiiniilmektedir (163).

2.6.1.2. Transiyent Reseptor Potansiyel Vanilloid 1 (TRPV1) Kanallan

TRP vanilloid (TRPV) kanallar1 kendi arasinda 6 alt birime ayrilmakla beraber,
daha ziyade TRPV1 kanallar1 iizerinde caligmalar yapilmistir. TRPV1 kanallar
memelilerin fizyolojik, patolojik ve hastalik durumlarinda rol oynamaktadir. TRPV1
kanallar1 zararli birgok uyarimdan sorumlu olabilirler. TRPVI1’in tekrar eden
aktivasyonu ile 6liimciil hiicre yaralanmalari, oksidatif stress ve sitozoldeki serbest

kalsiyumun artis1 olabilir.

Bu kanallarin; yiiksek sicaklik (>42 °C), asidik pH, ve kirmizi ac1 biberde
bulunan kapsaisin maddesi ile aktive oldugu ispatlanmistir (136). Kapsaisin ile
oksidatif {rtinler arasindaki etkilesimle kapsaisinin etkisinin azalmasindan dolayi,
oksidatif stres Uriinlerinin fazla tretildigi hiicresel ortamlarda, kapsaisinle uyarilan
TRPV1 kanal akimlari, oksidatif iiriinlerin az bulundugu ortamlara kiyasla daha az

gbzlenmistir (164). Bunun yani sira, hiicre icerisinden ve digindan gelen uyarilarla da
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aktive olmaktadir. Bu uyarilar arasinda inflamasyonu uyaric1 faktdrler (6rnegin

interlokinler) ve kimyasal uyaricilar yer almaktadir (165).

Son zamanlardaki ¢alismalarda, TRPVI1 kanallarinin yapisinda ve
aktivasyonunda tiyol ve siilfidril gruplarinin énemine deginilmistir (166). Oksidatif
stres trlinleri kinaz enzimleri ve hiicre zar1 proton yapilarinda degisikliklere neden
olmaktadir. Bu nedenle, uzun siire oksidatif strese maruz kalindiginda tiyol ve siilfidril
gruplarinin baglarindaki degisimlerden dolayi, TRPV1 kanallarinin duyarliliginin
azaldigi, fakat sistein igeren maddeleri inkiibe edilen HEK-293 hiicre serilerinin

TRPV1 kanallariin agilma-kapanma hassasiyetinin diizeldigi saptanmustir (167).

Sarimsakta bulunan galisin maddesi ve nitrik oksit TRPV1’de kovalent
degisikliklere neden olarak ve oksidatif stres olusturarak agri ve hassasiyet
(hiperaljezi) olusumuna neden olmaktadir (167). Ayrica bu kanalin o6zellikle
noronlarda ve AKG hiicrelerinde inflamatuar ve agr1 mekanizmalar {izerinde 6nemli

rol aldig1 daha sonra yapilan arastirmalarda anlagilmistir.

H202’nin TRPV1 kanallarina hem bagimli hem de bagimsiz agriya kars1 asir
hassasiyet olusumunda rol oynadigi bildirilmistir (168). H202 gibi hiicre zarimi
gecebilen oksidanlarin TRPV1 kanallarin1  aktive edebildikleri, hiicre zarini
gecemeyenlerin ise aktive edemedikleri gozlenmistir (164). Bununla birlikte, H202 in

TRPV1 kanallarin aktive ettigi biyokimyasal yolaklar hakkinda yeterince bilgi yoktur.

Ayn1 zamanda, bu kanallarin protein kinaz A ve protein kinaz C gibi ikinci
haberciler ile aktive oldugu da ispatlanmistir (169,13). Bu protein kinaz C’yi ikinci
haberci sistemi olmadan aktive edebilen bazi maddeler bulunmustur. Bunlardan en
fazla bilinen forbo esterlerden phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) maddesidir.
Yapilan caligmalar neticesinde PMA’nin protein kinaz C yoluyla TRPV1 katyon

kanallarinin agilmasina yardimci oldugu anlasilmistir (170, 171).

Bu kanallarin 6nemi, giiniimiizde bilinen voltaja duyarli Ca*? kanal
blokerlerinin hi¢biri bu kanallar1 inhibe edememektedir. Bu kanallar bozulacak olursa
hiicre i¢i Ca*? miktar1 patolojik diizeylerde seyredip hiicrenin &liimiine yol
acabilmektedir. Konuya bu agidan bakilacak olursa, bu kanallar iizerine yapilan
caligmalar artmaktadir. Cilinki bunlarin diizenlenmesi veya patolojik durumdan

fizyolojik duruma dondiiriilmesi, agr1 tedavisine biiylik katki saglayacagi
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disiiniilmektedir. Bu ¢alisma, selenyumun TRPV1 {izerine etkisi ve bu yolla hiicre
icerisine Ca*? girisi iizerine odaklanilacaktir. Ayrica, FM’de TRPM2 ve TRPVI
kanallar1 vasitasiyla hiperaljezi gerceklestigi diisiintilerek konunun bu proje dolayisi

ile arastirilmasi planlanmaistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.2. Deney Hayvanlan

Bu c¢alisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 ve
Biyofizik Anabilim Dallar1 tarafindan Siileyman Demirel Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi

tarafindan 4562-TU2-16 proje numarasi ile desteklenmistir.

Planlanan ¢alisma, Siileyman Demirel Universitesi Hayvan deneyleri Yerel

Etik Kurulunun 7 Ocak 2016 tarih ve 01 sayili karar1 ile onaylanmustir.

Calismamizda 12 haftalik 160-200 gram (gr) agirligi araliginda, 40 adet Wistar
Albino tiirii disi rat kullanildi. Ratlar Siileyman Demirel Universitesi Deney

Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma Labaratuvarindan temin edildi.

Ratlarin yasam ve deney alani, Siileyman Demirel Universitesi Deney
Hayvanlart Uretimi ve Deneysel Arastirma Labaratuvari olarak belirlenmis ve
yiirtitiilmisttir. Her calisma grubunda ratlar standart mevsimsel 151k (08.00-20.00
arasi) ve 1s1 kosullarinda (+22 °C + 2) bulunduruldu. Cevre ortalama 1s1k siddeti 4000
lux ve ortamin nem orant 40% + 10% idi. Ratlara yeteri kadar sinirlama olmaksizin

¢esme suyu ve standart rat pellet yemi verildi.

3.2. Deney Gruplari

Ratlar;

Grup A: Kontrol Grubu (n=10)

Grup B: Kontrol + Selenyum Grubu (n=10)
Grup C: Fibromiyalji Grubu (n=10)

Grup D: Fibromiyalji + Selenyum Grubu (n=10) olmak iizere 4 gruba ayrildi
ve en fazla 4 hayvan 1 kafeste olacak sekilde konuldu.

36



3.2.1. Kontrol Grubu (n=10)

Herhangi bir ila¢ uygulanmamig saglikli siganlar kullanildi. Bu sicanlara
plasebo kas i¢i iki kez unilateral 0.2 ml SF (NaCl) 5 giin ve sonrasinda 14 giin siire ile

giin asir1 intraperitoneal 1 ml SF verildi. 19. giin sonunda tiim siganlar kesildi.

3.2.2. Kontrol + Selenyum Grubu (n=10)

Herhangi bir ilag uygulanmamis saglikli sicanlar kullanildi. Bu siganlara
plasebo kas ig¢i iki kez unilateral 0.2 ml SF (NaCl) 5 giin ve 14 giin siire ile giin asir1
selenyum (sodyum selenit ve 1.5 mg/kg) intraperitoneal yolla verildi ve 19. giin

sonunda tiim sicanlar kesildi (172).

3.2.3. Fibromiyalji Grubu (n=10)

Herhangi bir ila¢g uygulanmamis saglikli sicanlar kullanildi. Fibromiyalji
modeli olusturmak i¢in kas i¢i iki kez unilateral 0.2 ml hidroklorik asit 5 giin verildi
ve daha sonra giin asir1 intraperitoneal 1 ml SF (NaCl) verildi. 19. giin sonunda tiim

sicanlar kesildi.

3.2.4. Fibromiyalji + Selenyum Grubu (n=10)

Herhangi bir ila¢ uygulanmamis saglikli siganlar kullanildi. Fibromiyalji
modeli olusturmak i¢in kas i¢i iki kez unilateral 0.2 ml hidroklorik asit verildi ve daha
sonra giin asirt intraperitoneal 1 ml selenyum (sodyum selenit ve 1.5 mg/kg)

uygulandi. 19. giin sonunda tiim si¢anlar kesildi.
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20 erigkin disi Wistar albino tiirli sicanin gluteus kasina bilateral 0.2 ml

hidroklorik asit (HCI) (pH 4,0) olarak enjekte edildi. Giinliik olarak mekanik uyarana

penge ¢ekme yaniti Von Frey filamanlart kullanilip 6l¢iilerek hem de sicak plaka (55

°C) yontemi ile test edilip kayit edildi ve FM (agr1) olusumu kabul edildi (173).

Resim 1. Hot Plate testi
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Resim 2. VVon Frey testi

Resim 3. Von Frey filamanlar

3.4. Ratlarin Sakrifikasyonu ve Orneklerin Alinmasi

Deney sonunda, tiim hayvanlardan AKG, siyatik sinir (SyS), hipokampus,

beyin, gluteus kasi, alyuvar ve plazma 6rnekleri elde edildi. Cogu analizler (6rnegin
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patch-clamp, Ca*? sinyali ve apoptozis) canli hiicrelerde dondurulmadan ¢alisildr ve
her hafta belirli sayida analiz yapildi. Bu nedenle hayvanlarin kesimleri 4 ay igerisinde

kisim kisim gerceklestirildi.

3.4.1. Sican Arka Kok Gangliyon (AKG) Hiicreleri izolasyonu

AKG hiicreleri, siganlardan eter inhalasyon anestezisi isleminden sonra kalpten
kan alinarak gergeklestirilen sakrifikasyon islemini takiben vakit kaybetmeden sirt
omurlar1 bir biitlin halinde ¢ikarildi. Sirt omurlar1 kas dokusundan miimkiin oldugunca
ayrild1 ve ventral kismindan, 6zel olarak silikon maddesi ile kaplanmis yiizeye hareket
etmeyecek sekilde yerlestirildi. Hiicrelerin canliligimi kaybetmemesi i¢in bir miktar
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) besi yeri (%89 DMEM, %10 FBS, %1
Penisilin-Streptomisin antibiyotik kombinasyonu) konuldu. Bu iglemlerden sonra
omurlar orta hatlariin {lizerinden olacak sekilde esit iki parcaya ayrilmaya g¢alisildi.
Spinal kord ve lizerindeki zar stereo mikroskop altinda dikkatlice yerlestirildigi
alandan dis kisma alindi ve spinal kord ile sinir gruplar1 arasindaki baglanti
koparilmamaya 6zen gosterildi. Her iki vertebra arasina dikkatlice yerlestirilmis olan
hiicre yumaklar1 ince uglu pensler ile yerlerinden alinarak igerisinde antibiyotikli
medyum bulunan steril petri kaplarina konuldu. Sonra petri kutusu stereo mikroskop
altina alinarak hiicre yumaklarinin gangliyon uzantilarindan ayrildi ve bir saat
stiresince inkiibatérde (37°C ve %5 CO2) kollejenazli soliisyon (% 2,5) igerisinde
bekletildi. Sonrasinda mekanik pargalama islemine gecildi ve sirasi ile ilk dnce 1 ml
hacimli, farkl1 genisliklerdeki pipet uglari ile daha sonra 200 pl hacimli pipet uglari ile
ve en sonunda da steril insiilin ignelerinden gecirilerek mekanik pargalanma islemi
tamamlandi. Bu islemlerin ardindan gerekli inkiibisyonlar yapildiktan sonra hiicreler

elektrofizyolojik kayitlar alinmak {izere patch ¢emberine konuldu.
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Resim 5. Sirt omurlar sakrifikasyon

Resim 6. Omurlarin 2 esit pargaya ayrilmasi
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Resim 8. Siyatik sinir

3.5. Labaratuvar

3.5.1. Elde Edilen Taze Kan ve Doku Orneklerinde

Lipid peroksidasyon, indirgenmis glutatyon ve glutatyon peroksidaz analizleri:
Kan ve doku 6rneklerinde lipit peroksidasyon (MDA) analizleri Placer ve ark., (1966)
bildirdiklere yonteme gore spektrofotometrik yontemle yapildi. GSH diizeyleri Sedlak
and Lindsay’in (1968) ve GSH-Px analizleri Lawrence and Burk (1976) bildirdikleri

yontemlere gore spektrofotometre cihazi ile belirlendi (174-176).
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3.5.1.1. Lipit Peroksidasyon Analizi

Lipit peroksidasyon diizeylerinin belirlenmesi, Placer ve arkadaslarinin
bildirdikleri yonteme gore tiyobarbitiirik asit (TBARS) reaksiyonu ile ¢ok hassas bir
spektrofotometrede (Schimadzu, UV - 1800, Japonya) yapildi.

Tiim hiicre gruplari 1/9 (2.25 ml) oraninda TBARS soliisyonu ile sulandirildi.
Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda TBARS karigimi kullanildi.
Ornekler ve kér, 20 dakika siiresince 100 °C’lik su banyosunda tutulduktan sonra
¢esme suyu altinda sogutuldu. Sogutulma islemi tamamlandiktan sonra 2500 devirde
5 dakika santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli siv1 otomatik pipetle hassas bir sekilde
alind1 ve 1 cm 151k gegisine sahip kiivette 532 nm dalga boyundaki spektrofotometrede
kore kars1 okundu. Standart olarak ise tekrar ayni oranlarda hazirlanmis olan 1, 1, 3, 3
tetracthoxy propane soliisyonu kullanildi. Degerler mikromol/gram protein olarak

belirlendi. Sonuglar mikromol/gram protein olarak verildi.

3.5.1.2. Antioksidan Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii (Indirgenmis Glutatyon
(GSH) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Analizleri)

GSH diizeyleri Sedlak ve Lindsay’in (1968) bildirdikleri yonteme gore
spektrofotometre cihazi ile belirlendi. 0,1 ml hiicre homojenat1 0,4 ml TCA (%10
trikloroasetik asit) soliisyonu ile karistirildiktan sonra 20 saniye boyunca vortekslendi
ve 3000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra 0,1 ml siipernatant
temiz bir tiip icine alindi. Uzerine 0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris tamponu (0,4M
pH:8,9)ve 0,1 ml DTNB soliisyonu eklenip, olusan sar1 renk distile suya karsi
spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (1976) tarafindan bildirilen
yonteme gore spektrofotometre ile belirlendi (Tablo 1). Tris HCI tampon solusyonu
(50 mM, pH:7,6), CHPO (cumene-hydroperoxide) soliisyonu, GSH soliisyonu, % 10
TCA soliisyonu, Tris tampon (0,4 M pH: 8,9), DTNB soliisyonu kullanildi. Oda
1sisinda 5 dakika beklendi. Saf suya karsi spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda

okundu.
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Tablo 1. GSH-Px aktivitesinin tayin edilmesi deneyinin analiz gemasi

Kimyasallar Kontrol Ornek
Hiicre homojenati 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 icin 5 sn araliklarla konuldu) | 1.0 ml | 1.0 ml

2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi

Ustteki siipernatant temiz bir tiipe alindi

Uzerine Tris tampon eklendi 2.0 ml 2.0 ml

DTNB eklendi 0.1 ml 0.1 ml

3.5.2. Antioksidan Vitamin Analizleri

Vitamin A (retinol) ve vitamin E (a-tokoferol) analizleri Desai ve Suziki ve
Katoh tarafindan belirtilen yontemlerin modifikasyonu sonucu alinan kan plazmasinda
incelenmistir (84,85). 0.3 mililitrelik plazma % 60 oraninda sulandirilmis KOH
(potasyum hidroksit) ile karistirilmistir. Daha sonra 6rnek 2 mililitre % 1 oraninda
etanol i¢eren askorbik asit eklenip 70 °C ’de 30 dakika 1sitilmistir. Daha sonra 1sitilan
ornek buz kaliplarinin iizerine konulup, 2 ml distile su ve 1 ml n-heksan eklenip

karistirildi ve faz ayrigsmasi igin 10 dakika dinlenmeye birakildu.

N- heksan ekstresinden 0.5 ml bir kismi alindi ve vitamin A konsantrasyonu
325 nm’de okundu. Daha sonra reaksiyona giren maddeler ilave edilip 535 nm’de
spekrtofotometre ile okundu. Heksan i¢inde bulunan all-trans retinol ve a-tokoferoliin

kalibrasyonu standart soliisyonlar kullanilarak saglandi.

Kan plazmasinda bulunan B-karoten konsantrasyonu ise, Suziki ve Katoh
(1990) tarafindan gelistirilen method ile incelenmistir (177). 2 ml heksan ile 0.25 ml

kan plazmasi karistirilmis 453 nm’deki spektrofotometre yardimiyla okunmustur.

Kan plazmasinda bulunan vitamin C (askorbik asit) konsantrasyonu ise, Jagota
ve Dani tarafindan gelistirilen method ile incelenmistir. 760 nm’deki spektrofotometre

yardimiyla 6l¢iilmiistiir (178).
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3.5.3. Yama-Mentese (Patch-Clamp) Deneyleri

3.5.3.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

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

mosmol/l olacak sekilde ayarland1 (148).

Tablo 2. Normal ekstraseliiler tampon ¢ozelti hazirlama protokolii

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mM)
NaCl 140

MgCI2.6H202 1,2

CaCI2.2H202 1,2

KCI 5

Hepes 10

D-Glukoz.H202 10

pH KOH ile 7,4 e ayarlandi.

Tablo 3. NMDG’li ekstraseliiler tampon ¢6zelti hazirlama protokolii

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mM)
NMDG 150

MgCl2.6H202 1,2

CaCI2.2H202 1,2

Hepes 10

D-Glukoz.H202 10

pH HCl ile 7,4 e ayarlanda.
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Tablo 4. Hiicre i¢i tampon ¢6zelti hazirlama protokolii

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mM)
L-Glutamik Asit 145

NaCl 8

MgCI2.6H202 2

CaCl2.2H202 0,001

Hepes 10

EGTA 10

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

APB’nin ¢oziinebilir formunun hazirlanmasi ve uygulanisi:

Oncelikle Dimetil Siilfoksit (DMSO) icerisinde ¢ozdiiriilen 2-APB’nin stok
soliisyonu (100 mM) hazirlandi. Hazirlanan soliisyon -33 °C’de dondurucuda saklandi.
Yama-mentese deneyleri dncesinde stok soliisyon son konsantrasyon 50 uM olacak

sekilde normal ekstraseliiler tampon igerisinde taze olarak ¢ozdiiriildii (161).

3.5.4. Hiicre ici Kalsiyum Olciilmesi

Hiicre i¢i kalsiyum miktarmin 6l¢iimii i¢cin AKG ve diger doku hiicreleri oda
1s1sinda 45 dakika boyunca 4uM fura—2 AM fliioresan boyasi ile boyandi (179). Hiicre
ici serbest Ca*? iyon diizeyi [Ca*?]i degisimleri bilgisayar ekraninda 340 nm/380 nm
dalga boylarindaki uyarimlar ile kaydedilip ve Grynkiewicz ve arkadaslarinin
metoduna (1985) gore hesaplandi (131). AKG ve hipokampus hiicreleri izole
edildikten sonra hiicre kiiltiiriine alindiktan sonra Ca*? sinyali calismalar1 yapildi.
Gruplar arasi farklilik, hiicreler hem TRPM2 kanal blokiirii anthralic acid (ACA) (180)
hem de TRPV1 kanal blokiirii kapsazepinle (CapZ) (0.1 mM) inkiibe edildi.
Sonrasinda, TRPM2 kanal antagonisti hidrojen peroksit (1 mM) ve TRPV1 kanal
antagonisti kapsaisin (0.01 mM) uyarim yapildi.

3.5.5. Hiicre i¢ci Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Uretimi Tayini

Hipokampus ve AKG sinir hiicrelerinde Hiicre i¢i Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS) iiretimi Biyofizik Anabilim mevcut tabak okuyucu (Pleate reader, infinite
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pro200 marka, Avusturya) ile yapildi. Rhodamine 123(Rh 123), DHR 123 hiicreye
kolayca niifuz edebilen, florasan olmayan yliiksiiz bir molekiildiir. 2’-DHR-123"{in
RH123’e oksidasyonu vasitasiyla H2O2 miktar1 bu metotla tayin edildi. Bu oksidasyon
sirasinda yaglarin oksidasyonu ile olusmus hiicre icerisinde serbest oksijen radikalleri
miktari Ol¢iilebildi. DHR-123’{in RH123’e oksidasyonu ¢ok yiiksek diizeyde florasan
yayict bir olaydir. Ne kadar ¢ok florasan yayilirsa o kadar serbest oksijen radikali
varligin1 gostermektedir. RPMI-1640 besi ortamui ile tiim hiicreler ykandiktan sonra
103 olacak sekilde steril kuyucuklara konuldu. Tiim gruplardaki hipokampal hiicrelere
hiicre kiiltiirii ortaminda kontrol hari¢ 0.1 mM hidrojen peroksit ilave edildikten sonra,
0.02 mM DHR123 ile 25 dakika 37 °C inkiibe edildi. Bu siire sonunda, DCFDCF nin
yaydigi florasanlar 488 nm emisyon ve 543 nm eksitasyon (uyarim) dalga boylarinda
okundu. Aradaki fark, deger olarak belirlendi (181). Degerler, kontrole kiyasla misli

artig (fold increase) olarak verildi.

3.5.6. Hiicre Canlihg1 (MTT) Analizi

Her bir ependorf tiipii igerisinde 106 hiicre olacak sekilde hiicreler konuldu.
Her bir ependorf tiipiine 15 mikrolitre MTT kimyasali ilave edildi. MTT kimyasali
ilavesinden sonra biitiin ependorflar 5-10 defa yavasca calkalanip, 37 °C’de
calkalamali su banyosunda 90 dakika boyunca yavas¢a calkalamaya birakildi.
Calkalama sonrasinda biitiin ependorflar 500 g de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant atildi. Daha sonra her bir ependorfa 400’er mikrolitre
DMSO ilave edildi. Pelet DMSO igerisinde resuspense edildi, sonra her bir kiivete 250
mikrolitre bu 6rnekten konuldu. Spektrofotometrede 490 nm ve 650 nm dalga
boylarinda okunup bu iki dalga boyunda okunan degerler birbirinden c¢ikarildi
(Abs490 nm — Abs650 nm) (182).

3.5.7. Apoptozis ve Kaspaz Testleri

Hipokampal ve AKG hiicrelerinin apoptozis testleri Biocolor, APOPercentage
apoptozis kiti ile yapildi. Sonuclar Cary Eclipse spektroflorometrede analiz edildi.
Kaspaz-3 ve -9 analizleri i¢in kaspaz substrat1 kullanilarak plate reader de analizler

yapildi.
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3.5.8. Mitokondriyal Membran Depolarizasyon Tayini

Hiicreler 0.001 mM JC-1 ile 37 °C de 15 dakika inkiibe edildi (181). JC-1
boyasi mitokondride depolarizasyon artisina paralel girisi artmaktadir. JC-1
inkiibasyon sonrasi kirmizidan yesile dogru forasan artis1 mitokondriyal
depolarizasyonu gostermekte ve bu durum plate reader tarafindan degisik dalga
boylarinda hemen besi sira cihaz tarafinda otomatik olarak belirlenebilmektedir. Yesil
dalga boylar1 eksitasyon 485 ve emisyon 535 dalga boylarinda belirlendi. Kirmizi
dalga boyu degisimleri ise 540 nM (Eksitasyon) ile 590 nM (Emisyon) de
belirlenecektir. Emisyon oranlari (590/535) deger olarak alindi. Tiim gruplarin
hipokampal ve AKG hiicreleri mitokondriyal zar depolarizasyon tayini yapildi.
Gruplar arast farklilik var ise, hiicreler hem TRPM2 kanal blokiiri ACA hem de
TRPV1 kanal blokiirii kapsazepinle inkiibe edildi. Sonrasinda, TRPM2 kanal
antagonisti hidrojen peroksit (1 mM) ve kapsaisin (0.01 mM) uyarim yapilip hemen

mitokondriyal depolarizasyon miktarlar1 belirlendi.

3.6. istatistiksel Yontemler

Istatistiksel degerlendirmeler, “SPSS 17.0 for Windows” istatistik paket
programi kullanilarak yapilmistir. Bagimsiz farkli iki grubun karsilastirilmas1 Mann-

Whitney U testi ile yapilmis olup, p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Se Tedavisinin Hot Plate Testi ile Pence Cekme Esigi Uzerindeki Etkisi

Calismamizda FM modeli olusturulan ratlarin asit salinin sol gastroknemius
kasina ikinci kez enjeksiyonundan bes giin sonra bilateral mekanik geri ¢ekme
esiginde belirgin bir diisiis gozlemlenmistir. Bu durum analiz edilen tiim periyodlarda
19. giine kadar kademeli olarak azalmaya devam etmistir. Grafik 1’de hiperaljezi
degerlendirmeleri Hot Plate Testi gosterilmistir. Asit enjekte edilen gruplar kontrol
grubu ile kiyaslandiginda 5. ve 19. giinlerde mekanik asir1 duyarlilig1 istatistiksel
olarak anlamli saptanmistir (p<0,001). Bununla birlikte yalnizca Se uygulanan grupta
ise, enjekte elde edilmis pengede giiclii bir anti-hipertaljik etki gozlemlenmistir
(p<0,001). FM modeli olusturulmus siganlara Se uygulanan grupta da benzer bir anti-
hipertaljik etki gozlemlenmistir. Bunun yani sira Se tedavisinin de tedavi Oncesi
doneme gore mekanik uyarilara hassasiyette belirgin artisa neden oldugu

goriilmektedir (p<0,001).
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Grafik 1. Se Tedavisinin Hot Plate Testi ile Pence Cekme Esigi Uzerindeki Etkisi

p<0.001 basal gruplara kiyasla.

®p<0.001 5.giine kiyasla.

‘p<0.001 19.giinde kontrol grubuna kiyasla.
4p<0.001 19.giinde Se grubuna kiyasla.
°p<0.001 19.giinde FM grubuna kiyasla

4.2. Se Tedavisinin Von Frey Testi ile Pence Cekme Esigi Uzerindeki Etkisi

Calismamizda FM modeli olusturulan ratlarin asit salinin sol gastroknemius
kasina ikinci kez enjeksiyonundan bes giin sonra bilateral mekanik geri ¢ekme
esiginde belirgin bir diisiis gézlemlenmistir. Bu durum analiz edilen tiim periyodlarda
19. giine kadar kademeli olarak azalmaya devam etmistir. Grafik 1°de hiperaljezi
degerlendirmeleri Von Frey Testi gosterilmistir. Asit enjekte edilen gruplar kontrol
grubu ile kiyaslandiginda 5. ve 19. giinlerde mekanik asir1 duyarlilig1 istatistiksel
olarak anlamli saptanmistir (p<<0,001). Bununla birlikte yalnizca Se uygulanan grupta
ise, enjekte elde edilmis pengede giiglii bir anti-hipertaljik etki gdzlemlenmistir
(p<0,001). FM modeli olusturulmus sicanlara Se uygulanan grupta da benzer bir anti-
hipertaljik etki gézlemlenmistir. Bunun yani sira Se tedavisinin de tedavi Oncesi
doneme gore mekanik uyarilara hassasiyette belirgin artisa neden oldugu

goriilmektedir (p<0,001).
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Grafik 2. Se Tedavisinin Von Frey Testi ile Penge Cekme Esigi Uzerindeki Etkisi

p<0.001 basal gruplara kiyasla.

®p<0.001 5.giine kiyasla.

“p<0.001 19.giinde kontrol grubuna kiyasla.
4p<0.001 19.giinde Se grubuna kiyasla.
°p<0.001 19.giinde FM grubuna kiyasla

4.3. Sicanlarin Arka Kok Ganglion (AKG) ve Siyatik Sinirdeki (SyS)
TRPV1 Kanallarindan Kalsiyum iyon Gecisi

Calismamizda Kontrol grubu, Kontrol+CapZ grubu, Kontrol+Se grubu, FM
grubu, FM+CapZ grubu ve FM+Se grubunun AKG ve SyS'deki TRPV 1 kanallarindan
kalsiyum iyon gecisi iizerine etkisinin sonucglart Grafik 3’de gosterilmektedir.
Kontrol+CapZ ve Kontrol+Se gruplarinin AKG’deki TRPV1 kanallarindan Ca*? iyon
gecisinin Kontrol grubuna kiyasla azaldigi goriilmektedir (p<0,05). AKG’deki TRPV1
kanallarindan Ca*? iyon gecisi FM grubunun Kontrol, Kontrol+CapZ ve Kontrol+Se
gruplarina kiyasla istatistiksel olarak arttig1 goriilmiistiir (p<0,001 ve p<0,001). Yine
AKG’deki hem FM+CapZ grubunun hem de FM+Se grubunun Kontrol+CapZ ve
Kontrol+Se gruplarma gére TRPV1 kanallarindan Ca*? iyon gecisinin arttig1
gorilmektedir (p<0,05). Ayrica AKG’deki bu iki grubu FM grubu ile kiyasladigimizda
TRPV1 kanallarindan Ca*?iyon gegisinin azaldig1 goriilmektedir (p<0,001).
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Kontrol+CapZ ve Kontrol+Se gruplarinin SyS’deki TRPV1 kanallarindan Ca*?
iyon gecisinin kontrol grubuna kiyasla azaldigir goriilmektedir (p<0,05). SyS’deki
TRPV1 kanallarindan Ca*? iyon gegisi FM grubunda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak arttig1 goriilmistiir (p<0,001). SyS’deki FM, FM+CapZ ve FM+Se
gruplarinin Kontrol+CapZ ve Kontrol+Se gruplarina gére TRPV1 kanallarindan Ca*?
iyon geg¢isinin arttigr goriilmektedir (p<0,05). Ayrica SyS’deki hem FM+CapZ
grubunun hem de FM+Se grubunun FM grubuna gére TRPV 1 kanallarindan Ca*?iyon

ce
e T
d,e
I I d'e I

FM+CapZ FM+Se

gecisinin arttig1 goriilmektedir (p<<0,001).
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Grafik 3. Sicanlarin AKG ve SyS'deki TRPV1 Kanallarindan Kalsiyum Iyon Gegisi
19<0.05 ve ®p<0.001 Kontrol grubuna kiyasla

p<0.001 ve ‘p<0.05 Kontrol+CapZ and Kontrol+Se gruplarina kiyasla
°p<0.001 FM grubuna kiyasla
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Sekil 3. SyS’deki kapsaisin (CAPS) stimiilasyonu ile baslatilan hiicre igi serbest Ca*?

salinimi iizerine Se etkilerinin zamanla degisimi
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4.4. Sicanlarin AKG ve SyS’deki TRPM2 Kanallarindan Kalsiyum iyon
Gecisi

Calismamizda Kontrol grubu, Kontrol+ACA grubu, Kontrol+Se grubu, FM
grubu, FM+CapZ grubu ve FM+Se grubunun AKG ve SyS’deki TRPM?2
kanallarindan kalsiyum iyon gecisi tizerine etkisinin sonuglart Grafik 4’de
gosterilmektedir. Kontrol+ACA ve Kontrol+Se gruplarmin AKG’deki TRPM2
kanallarindan Ca*? iyon gegisinin Kontrol grubuna kiyasla azaldig1 goriilmektedir
(p<0,05). AKG’deki TRPM2 kanallarindan Ca*? iyon gegisi FM grubunun Kontrol,
Kontrol+ACA ve Kontrol+Se gruplarina kiyasla istatistiksel olarak arttig1 gortilmiistiir
(p<0,001 ve p<0,001). Ayrica FM+Se grubunun Kontrol+ACA ve Kontrol+Se
gruplarina kiyasla istatistiksel olarak arttigi gorilmistiir (p<0,001). FM+ACA
grubunun da Kontrol+ACA ve Kontrol+Se gruplarina kiyasla istatistiksel olarak arttig:
goriilmustir (p<0,05). Yine AKG’deki hem FM+ACA grubunun hem de FM+Se
grubunun FM grubuna gére TRPM2 kanallarindan Ca*? iyon gegisinin azaldig
goriilmektedir (p<0,001).

Kontrol+ACA ve Kontrol+Se gruplarinin SyS’deki TRPM2 kanallarindan
Ca*? iyon gecisinin kontrol grubuna kiyasla azaldigi goriilmektedir (p<0,05 ve
p<0,001). SyS’deki TRPM2 kanallarindan Ca*? iyon gecisi FM grubunun Kontrol,
Kontrol+ACA ve Kontrol+Se gruplarina kiyasla istatistiksel olarak arttig1 goriilmiistiir
(p<0,001 ve p<0,001). Yine FM+ACA ve FM+Se grubunun Kontrol+ACA ve
Kontrol+Se gruplarina kiyasla istatistiksel olarak arttigi goriilmiistiir (p<0,001).
Ayrica Yine SyS’deki hem FM+ACA grubunun hem de FM+Se grubunun FM
grubuna gore TRPM2 kanallarindan Ca*? iyon gecisinin azaldig1 goriilmektedir

(p<0,001 ve p<0,001).
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Grafik 4.

Siganlarin AKG ve SyS’deki TRPV1 Kanallarindan Kalsiyum Iyon Gegisi

19<0.05 ve ®p<0.001 Kontrol grubuna kiyasla
p<0.001 ve p<0.05 Kontrol+ACA ve Se gruplarina kiyasla

°p<0.001 v

AKGNdronlan
(A [Ca**]; nmol]

e 1p<0.05 FM grubuna kiyasla

400
= (1) Kontrol

350 4  =—(2) Kontrol + ACA a
—(3) Se

300 ~
— (4} FM

250 4 ——(5) FM + ACA
=5} FM + Se

200 4 1
150 + 2
100 - 3
50

0 T T . T T T T T T T T

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111
Zaman (Saniye)

Sekil 4. AKG noronlarindaki kiimen hidroperoksid (CPx) stimiilasyonu ile baglatilan
hiicre ici serbest Ca*? salinimu iizerine Se etkilerinin zamanla degisimi
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Sekil 5. SyS’deki kiimen hidroperoksid (CPx) stimiilasyonu ile baslatilan hiicre i¢i
serbest Ca*? salmimu iizerine Se etkilerinin zamanla degisimi

4.5. FM Olusturulan Sicanlarin TRPV1 ve TRPM2 Kanallarindaki Akim

Yogunlugu

Calismamizda Kontrol grubu, Kontrol+CAPS grubu, Kontrol+CAPS+CapZ
grubu, FM+CAPS grubu, FM+CAPS+CapZ grubu, Se+CAPS grubu ve
FM+Se+CAPS grubunun TRPV1 kanallarindaki akim yogunlugu sonuglari Grafik
5a’da gosterilmistir. Grafige gore Kontrol+CAPS, Kontrol+CAPS+CapZ, FM+CAPS
ve FM+CAPS+CapZ gruplari kontrol grubu ile kiyaslandiginda akim yogunluklarinin
arttign  goriilmektedir  (p<0.001). Yine Kontrol+CAPS+CapZ, FM+CAPS,
FM+CAPS+CapZ, Se+CAPS ve FM+Se+CAPS gruplarida Kontrol+CAPS grubu ile
kiyaslandiginda TRPV1 kanallarindaki akim yogunlugunun FM-+CAPS grubunda
istatistiksel olarak artmig iken diger gruplarda azaldigi goriilmektedir (p<0.001).
FM+CAPS, Se+CAPS ve FM+Se+CAPS gruplar1 da Kontrol+CAPS+CapZ grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak sadece FM+CAPS grubunda akim yogunlugunun
artigr  izlenmektedir (p<0.001). Ayrica FM+CAPS+CapZ, Set+CAPS ve
FM+Se+CAPS gruplart FM+CAPS grubuna kiyasla akim yogunlugunun azaldigini
gormekteyiz (p<0.001). Son olarak da Se+CAPS ve FM+Se+CAPS gruplar
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FM+CAPS+CapZ grubu ile kiyaslandiginda yine akim yogunlugunun azaldigini
gormekteyiz (p<0.001).

TRPM2 kanallarindaki akim yogunlugu sonuglar1 Grafik 5b’de gosterilmistir.
Grafige gore  Kontrol+tADPR, Kontrol+tADPR+ACA, FM+ADPR ve
FM+ADPR+ACA gruplar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda akim yogunluklarinin
artigi  gorilmektedir  (p<0.001). Yine Kontrol+tADPR+ACA, FM+ADPR,
FM+ADPR+ACA, Se+ADPR ve FM+Se+ADPR gruplar1 da Kontrol+ADPR grubu
ile kiyaslandiginda TRPM2 kanallarindaki akim yogunlugunun FM+ADPR grubunda
istatistiksel olarak artmis iken diger gruplarda azaldigi goriilmektedir (p<0.001).
FM+ADPR, Se+ADPR ve FM+Se+ADPR gruplar1 da Kontrol+ADPR+ACA grubu
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak sadece FM+ADPR grubunda akim
yogunlugunun arttig1 izlenmektedir (p<0.001). Ayrica FM+ADPR+ACA, Se+ADPR
ve FM+Set+tADPR gruplari FM+ADPR grubuna kiyasla akim yogunlugunun
azaldigin1 gormekteyiz (p<0.001). Son olarak da Se+ADPR ve FM+Se+ADPR
gruplart FM+ADPR+ACA grubu ile kiyaslandiginda yine akim yogunlugunun
azaldigini goérmekteyiz (p<0.001).
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Grafik 5a. FM Olusturulan Siganlarin TRPV1 Kanallarindaki Akim Yogunlugu

p<0.001 Kontrol grubuna kiyasla

®p<0.001 Kontrol+CAPS grubuna kiyasla
°p<0.001 Kontrol+CAPS+CapZ grubuna kiyasla
4p<0.001 FM+CAPS grubuna kiyasla

°p<0.001 FM+CAPS+CapZ grubuna kiyasla

57



TRPM2? Kanallarmdaki Alam Yogunlugu
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Grafik 5b. FM Olusturulan Siganlarin TRPM2 Kanallarindaki Akim Yogunlugu

4p<0.001 Kontrol grubuna kiyasla

®p<0.001 Kontrol+ADPR grubuna kiyasla
‘p<0.001 Kontrol+ADPR+ACA grubuna kiyasla
4p<0.001 FM+ADPR grubuna kiyasla

°p<0.001 FM+ADPR+ACA grubuna kiyasla

4.6. FM Olusturulan Sicanlarin AKG’deki TRPV1 Kanah Aracihigiyla
Apoptozis ve Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

Calismamizda Kontrol, Kontrol+CapZ, Se, Se+CapZ, FM, FM+CapZ, FM+Se
ve FM+Se+CapZ gruplarinin FM Olusturulan Siganlarin AKG’deki TRPV1 Kanali
Araciligiyla Apoptozis ve Hiicre Canlilign Uzerine Etkisi Grafik 6’de tanimlanmistir.
Se grubunun TRPV1 kanallar1 araciligiyla apoptozis iizerine etkisi hem Kontrol hem
de Kontrol+CapZ gruplarina kiyasla azaldigi izlenmektedir (p<0.05). Se+CapZ
grubununda apoptozis tizerine etkisi Kontrol, Kontrol+CapZ ve de Se gruplarina
kiyasla azaldig1 goriilmektedir (p<0.001 ve p<0.05). Ayrica FM, FM+CapZ, FM+Se
ve FM+Se+CapZ gruplarmin da TRPV1 kanallar1 araciligiyla apoptozis iizerine

etkisinin Se ve Se+CapZ gruplarina kiyasla arttig1 gézlemlenmistir (p<0.001).

Se grubunun TRPV1 kanallar1 araciliiyla hiicre canlilig1 iizerine etkisi hem
Kontrol hem de Kontrol+CapZ grubuna kiyasla arttigi gézlemlenmistir (p<0.001).
Se+CapZ grubununda hiicre canlilig1 iizerine etkisi Kontrol, Kontrol+CapZ ve de Se
gruplarma kiyasla arttigr goriilmektedir (p<0.001 ve p<0.05). Hem FM hem de
FM+CapZ gruplarmin da hiicre canliligi iizerine etkisi Kontrol ve Kontrol+CapZ
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grubuna kiyasla azalmistir (p<0.001). Ayrica FM, FM+CapZ, FM+Se ve
FM+Se+CapZ gruplarinin TRPV1 kanallar araciligiyla hiicre canlilif iizerine etkisi
hem Se hem de Se+CapZ gruplarina kiyasla belirgin olarak azalmistir (p<0.001). Yine
FM+se ve FM+Se+CapZ gruplarinin hiicre canliligi {izerine etkisi FM ve FM+CapZ
gruplarina kiyasla arttif1 yine grafikten gozlemlenmektedir (p<0.05). Son olarak
FM+Se+CapZ grubunun hiicre canlilig1 iizerine etkisi FM+Se grubuna kiyasla arttig1

istatiksel olarak izlenmektedir (p<0.05).
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Grafik 6. FM Olusturulan Siganlarin AKG’deki TRPV1 Kanali Araciligiyla
Apoptozis ve Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkisi

9p<0.05 and ®p<0.001 Kontrol ve Kontrol+CapZ gruplaria kiyasla.
‘p<0.05 Se grubuna
kiyasla.

4p<0.001Se ve Se+CapZ gruplarina
kiyasla.

°p<0.05 FM ve FM+CapZ gruplarina
kiyasla.

fp<0.05 FM+Se grubuna
kiyasla.
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4.7. FM Olusturulan Sicanlarin AKG’deki TRPM2 Kanah Aracihigiyla
Apoptozis ve Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkisi

Calismamizda Kontrol, Kontrol+ACA, Se, Se+ACA, FM, FM+ACA, FM+Se
ve FM+Se+ACA gruplarinin FM Olusturulan Siganlarin AKG’deki TRPM2 Kanali
Araciliryla Apoptozis ve Hiicre Canliligr Uzerine Etkisi Grafik 7°de tanimlanmustir.
Se grubunun TRPM2 kanallar1 araciligiyla apoptozis lizerine etkisi hem Kontrol hem
de Kontrol+CapZ gruplarina kiyasla azaldigi izlenmektedir (p<0.05). Se+ACA
grubununda apoptozis iizerine etkisi Kontrol, Kontrol+ACA ve de Se gruplarina
kiyasla azaldig1 goriilmektedir (p<0.001 ve p<0.05). Ayrica FM, FM+ACA, FM+Se
ve FM+Se+ACA gruplarinin da TRPM2 kanallar1 araciligiyla apoptozis iizerine
etkisinin Se ve Se+ACA gruplarina kiyasla arttif1 gézlemlenmistir (p<0.001). Son
olarak FM+Se+ACA grubunun TRPM2 kanali araciligiyla apoptozis iizerine etkisi
hem FM hem de FM+ACA gruplarina kiyasla azaldigi izlenmektedir (p<0.05).

Kontrol+ACA ve Se gruplarinin TRPM2 kanallar1 aracilifiyla hiicre canliligi
lizerine etkisini Kontrol grubuna kiyasla arttigini gérmekteyiz (p<0.05). FM ve
FM+ACA gruplarinin ise tam tersi olarak Kontrol grubuna kiyasla azaldigim
gormekteyiz (p<0.05). Se+ACA grubununda hiicre canliligr tizerine etkisi Kontrol,
Kontrol+ACA ve de Se gruplarina kiyasla arttig1 goriilmektedir (p<0.001 ve p<0.05).
Ayrica FM, FM+ACA, FM+Se ve FM+Se+ACA gruplarinin da TRPM2 kanallar
araciliiyla hiicre canliligi lizerine etkisinin Se ve Se+ACA gruplarina kiyasla azaldig:
gbzlemlenmistir (p<0.001). Hem FM+Se hem de FM+Se+ACA gruplariin kanal
araciligiyla olan hiicre canliligimin FM ve FM+ACA gruplarina kiyasla arttig
gorilmektedir (p<0.05). Son olarak da FM+Se+ACA grubunun TRPM2 kanali
aracilifiyla hiicre canliligi lizerine etkisini FM+Se grubuyla kiyasladigimizda artigin

oldugunu gérmekteyiz (p<0.05).

60



N Apoptozis
uMTT

def

Apoptozisve MTT Diizeyleri
(Nispi Artig)
o
[¥p]

Grafik 7. FM Olusturulan Siganlarin AKG’deki TRPM2 Kanali Araciligiyla
Apoptozis ve Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkisi

1<0.05 ve °p<0.001 Kontrol ve Kontrol+ACA gruplarma kiyasla
‘p<0.05 Se grubuna kiyasla

4p<0.001 Se ve Se+ACA gruplarina kiyasla

°p<0.05 FM ve FM+ACA gruplarina kiyasla

p<0.05 FM+Se grubuna kiyasla

4.8. FM Olusturulan Sicanlarin AKG’deki TRPV1 Kanah Araciligiyla
Selenyumun Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Aktiviteleri

Calismamizda Kontrol, Kontrol+CapZ, Se, Se+CapZ, FM, FM+CapZ, FM+Se
ve FM+Se+CapZ gruplarmin FM Olusturulan Siganlarin AKG’deki TRPV1 Kanali
Araciligtyla Selenyumun Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Aktiviteleri Grafik 8’da
tanimlanmistir. Se grubunun TRPV1 kanallart araciligiyla Kaspaz 3 ve Kaspaz 9
aktiviteleri hem Kontrol hem de Kontrol+CapZ gruplarma kiyasla azaldigi
izlenmektedir (p<0.05). Se+CapZ grubunun da hem Kontrol ve Kontrol+CapZ
gruplaria kiyasla hem de Se grubuna kiyasla Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 aktiviteleri
azaldig1 izlenmektedir (p<0.001 ve p<0.05). FM ve FM+CapZ gruplarinin ise Kaspaz
3 ve 9 aktiviteleri Kontrol ve Kontrol+CapZ gruplarina kiyasla artmis olup, bunun

yaninda Se ve Se+CapZ gruplarina kiyasla da artmis oldugu grafikten izlenmektedir
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(p<0.001 ve p<0.001). FM+Se grubunun ise Kaspaz 3 ve 9 aktivitelerinin Kontrol ve
Kontrol+CapZ gruplarina ayrica Se ve Se+CapZ gruplarina kiyasla arttigr, FM ve
FM+CapZ gruplarina kiyasla da azaldigi goriilmektedir (p<0.05 ve p<0.001 ve
p<0.001). FM+Se+CapZ grubunun Kaspaz aktivitelerinin de Se ve Se+CapZ
gruplarina ve ayrica FM ve FM+CapZ gruplaria kiyasla azaldigi goriilmektedir
(p<0.001 ve p<0.001). Son olarak ise FM+Se+CapZ grubunun Kaspaz 9 aktivitesinin
FM+Se grubuyla kiyasladigimizda azaldigini1 gérmekteyiz (p<0.05).
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Grafik 8. FM Olusturulan Siganlarin AKG’deki TRPV1 Kanali Araciligiyla
Selenyumun Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Aktiviteleri

1<0.05 ve ®p<0.001 Kontrol ve Kontrol+CapZ gruplarina kiyasla
‘p<0.05 Se grubuna kiyasla

4p<0.001Se ve Se+CapZ gruplarina kiyasla

°p<0.001 FM ve FM+CapZ gruplarina kiyasla

p<0.05 FM+Se grubuna kiyasla

4.9. FM Olusturulan Sicanlarin AKG’deki TRPM2 Kanah Aracihigiyla

Selenyumun Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Aktiviteleri

Calismamizda Kontrol, Kontrol+ACA, Se, Se+ACA, FM, FM+ACA, FM+Se
ve FM+Se+ACA gruplarinin FM Olusturulan Sicanlarin AKG’deki TRPM2 Kanali
Araciligiyla Selenyumun Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Aktiviteleri Grafik 9’da
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tanimlanmistir. Se grubunun TRPM?2 kanallar1 araciligiyla Kaspaz 3 ve Kaspaz 9
aktiviteleri hem Kontrol hem de Kontrol+tACA gruplarma kiyasla azaldig
izlenmektedir (p<0.05). Se+ACA grubunun da hem Kontrol ve Kontrol+ACA
gruplarina kiyasla hem de Se grubuna kiyasla Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 aktiviteleri
azaldig1 izlenmektedir (p<0.001 ve p<0.05). FM ve FM+ACA gruplarinin ise Kaspaz
3 ve 9 aktiviteleri Kontrol ve Kontrol+ACA gruplarina kiyasla artmig olup, bunun
yaninda Se ve Se+ACA gruplarina kiyasla da artmig oldugu grafikten izlenmektedir
(p<0.001 ve p<0.001). FM+Se grubunun ise Kaspaz 3 ve 9 aktivitelerinin Kontrol ve
Kontrol+ACA gruplarina ayrica Se ve Se+ACA gruplarina kiyasla arttigi, FM ve
FM+ACA gruplarina kiyasla da azaldigi goriilmektedir (p<0.05 ve p<0.001 ve
p<0.001). FM+Se+ACA grubunun Kaspaz aktivitelerinin de Se ve Se+ACA
gruplarina, FM ve FM+ACA gruplarina ve ayrica FM+Se grubuna kiyasla azaldig:
goriilmektedir (p<0.001 ve p<0.001 ve p<0.05).

-

N Kaspaz 3
B Kaspaz 9

AKG'de Kaspaz Aktivitesi
(Nispi Artig)

Grafik 9. FM Olusturulan Siganlarin AKG’deki TRPM2 Kanali Araciligiyla
Selenyumun Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Aktiviteleri

p<0.05 ve °p<0.001 Kontrol ve Kontrol+ACA gruplarina kiyasla
‘p<0.05 Se grubuna kiyasla

4p<0.001 Se ve Se+ACA gruplarina kiyasla

°p<0.001 FM ve FM+ACA gruplarina kiyasla

p<0.05 FM+Se grubuna kiyasla
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4.10. FM Olusturulan Sicanlarin AKG’deki TRPV1 Kanal Aracihigiyla
Selenyumun Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu ve Hiicre ici ROS

Uretimi Uzerindeki Etkisi

Calismamizda Kontrol, Kontrol+CapZ, Se, Se+CapZ, FM, FM+CapZ, FM+Se
ve FM+Se+CapZ gruplarinin FM Olusturulan Siganlarin AKG’deki TRPV1 Kanali
Araciligiyla Selenyumun Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu ve Hiicre I¢i ROS
Uretimi Uzerindeki Etkisi Grafik 10°da tanimlanmustir. Se grubunun TRPV1 kanali
araciligiyla Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu ve Hiicre I¢i ROS Uretimi hem
Kontrol hem de Kontrol+CapZ gruplarina kiyasla azaldig1 izlenmektedir (p<0.05 ve
p<0.001). Se+CapZ grubunun da hem Kontrol ve Kontrol+CapZ gruplarina kiyasla
hem de Se grubuna kiyasla Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu ve Hiicre Igi
ROS Uretiminin azaldig1 izlenmektedir (p<0.05 ve p<0.001 ve p<0.05). FM ve
FM+CapZ gruplarmin Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu ve Hiicre Ici ROS
Uretimi ise Kontrol ve Kontrol+CapZ gruplarma kiyasla artmis olup, bunun yaninda
Se ve Se+CapZ gruplarina kiyasla da artmis oldugu grafikten izlenmektedir (p<<0.05
ve p<0.001 ve p<0.001). FM+Se grubunun ise Mitokondriyal Membran
Depolarizasyonu ve Hiicre i¢i ROS Uretimi Se ve Se+CapZ gruplarina kiyasla arttig1,
FM ve FM+CapZ gruplarina kiyasla da azaldig1 goriilmektedir (p<0.001 ve p<0.001).
FM+Se+CapZ grubunun Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu ve Hiicre I¢i ROS
Uretimi FM ve FM+CapZ gruplarma ve ayrica FM+Se grubuna kiyasla azaldig
gortilmektedir (p<0.001 ve p<0.05).
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Grafik 10. FM Olusturulan Sicanlarin AKG’deki TRPV1 Kanali Araciligiyla
Selenyumun Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu ve Hiicre igi ROS Uretimi
Uzerindeki Etkisi

19<0.05 ve °p<0.001 Kontrol ve Kontrol+CapZ gruplarina
kiyasla

‘p<0.05 Se grubuna
kiyasla

4p<0.001 Se ve Se+CapZ gruplarma
kiyasla

°p<0.001 FM ve FM+CapZ gruplarina
kiyasla

fp<0.05 FM+Se grubuna
kiyasla

4.11. FM Olusturulan Sicanlarin AKG’deki TRPM2 Kanah Araciligiyla
Selenyumun Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu ve Hiicre ici ROS

Uretimi Uzerindeki Etkisi

Calismamizda Kontrol, Kontrol+ACA, Se, Se+ACA, FM, FM+ACA, FM+Se
ve FM+Se+ACA gruplariin FM Olusturulan Siganlarin AKG’deki TRPM2 Kanali
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Araciligiyla Selenyumun Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu ve Hiicre I¢i ROS
Uretimi Uzerindeki Etkisi Grafik 11°da tanimlanmistir. Se+ACA grubunun da hem
Kontrol ve Kontrol+ACA gruplarina kiyasla hem de Se grubuna kiyasla Mitokondriyal
Membran Depolarizasyonu ve Hiicre Igi ROS Uretiminin azaldigi izlenmektedir
(p<0.05 ve p<0.05). FM ve FM+ACA gruplarmin Mitokondriyal Membran
Depolarizasyonu ve Hiicre Ici ROS Uretimi ise Kontrol ve Kontrol+ACA gruplarina
kiyasla artmig olup, bunun yaninda Se ve Se+ACA gruplarina kiyasla da artmis oldugu
grafikten izlenmektedir (p<0.001 ve p<0.001). FM+Se grubunun ise Mitokondriyal
Membran Depolarizasyonu ve Hiicre I¢ci ROS Uretimi Kontrol ve Kontrol+ACA
gruplarima ayrica Se ve Se+tACA gruplarina kiyasla arttigr, FM ve FM+ACA
gruplarina kiyasla da azaldigi goriilmektedir (p<0.05 ve p<0.001 ve p<0.001).
FM+Se+ACA grubunun Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu ve Hiicre I¢i ROS
Uretimi Se ve Se+ACA gruplarma, FM ve FM+ACA gruplarina ve ayrica FM+Se
grubuna kiyasla azaldigi goriillmektedir (p<0.001 ve p<0.001 ve p<0.05).
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Grafik 11. FM Olusturulan Siganlarin AKG’deki TRPM2 Kanali Araciligiyla
Selenyumun Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu ve Hiicre Ici ROS Uretimi
Uzerindeki Etkisi

1p<0.05 ve °p<0.001 Kontrol ve Kontrol+ACA gruplarina kiyasla
‘p<0.05 Se grubuna kiyasla
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4p<0.001 Se ve Se+ACA gruplarina kiyasla
°p<0.001 FM ve FM+ACA gruplarina kiyasla
p<0.05 FM+Se grubuna kiyasla

412. FM Modeli Sicanlarda Selenyumun (Se) Indirgenmis glutatyon
(GSH), Lipid Peroksidasyonu (MDA), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Retinol,

a-Tokoferol ve B-Karoten Degerleri Uzerine Etkisi

Calismamizda Kontrol grubu, Se, FM grubu ve FM+Se grubundaki si¢anlarin
Indirgenmis Glutatyon (GSH), Lipid Peroksidasyon (MDA), Glutatyon Peroksidaz
(GSH-Px) ve antioksidan vitaminler olan Retinol, a-Tokoferol ve B-Karoten degerleri

tizerine etkisi Tablo 5’te gosterilmektedir.

FM grubunda AKG, beyin, kas ve SyS’deki GSH seviyesi, GSH-Px aktivitesi
ve beyin, kas, plazmadaki a-tokoferol konsantrasyonu 6nemli 6lgiide azald1 (p < 0.05
ve p <0.001). Bununla birlikte, MDA seviyeleri de belirgin olarak artmistir (p < 0.05
ve p < 0.001). Ote yandan Se tedavisinden sonra FM grubunda GSH-Px aktivitesi,
GSH diizeyi (DRG, beyin, kas ve SyS'de) ve a-tokoferol konsantrasyonu (beyin, kas
ve plazmandaki) artt1 (p < 0.05 ve p < 0.001). Dort grupta da retinol ve b-karoten

konsantrasyonunda bir degisiklik izlenmedi.
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Tablo 5. FM Modeli Sicanlarda Selenyumun (Se) Indirgenmis glutatyon (GSH),
Lipid Peroksidasyonu (MDA), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Retinol, a-
Tokoferol ve B-Karoten Degerleri Uzerine Etkisi (ortalama + SD).

Degerler Kontrol Selenyum FM FM+Se
(n=8) (n=8) (n=10) (n=10)
AKG 11.80£0.70 | 12.20£1.16 | 10.80+0.719 | 11.70 = 1.04f
oo | Beyin 16.80£0.86 | 18.40=0.79° | 15.60 £ 0.36>® | 17.00 + 0.6199
L 3'g | Eritrosit 1570£0.79 | 15.50+0.64 |1540+048 | 15.50+0.52
O § 9 |Kas 13.00£0.70 | 1530 £0.97° | 12.00 £ 0.37%¢ | 13.30 + 0.52%F
~ 2 | SyS 13.40£1.63 | 14.20£0.75% | 12.20 £ 1.15%¢ | 14.00 + 0.679
AKG 21.51+1.05 |26.59+1.85° | 19.83 £2.872¢ | 22.91+2.718"
& 2 | Beyin 23.40+2.79 |24.50+3.03% | 21.60 £2.77%¢ | 23.00 + 2.44%
T 2 £ | Eritrosit 2427 +£2.94 |29.05+1.09° | 23.60+1.87% | 28.93+2.19°¢9
B 25 |Kas 18.80+£1.20 |20.20+1.70% | 15.70 + 1.54°¢ | 17.60 + 1.05%9
SyS 2259+ 145 |23.76+1.75% | 20.37 +1.08>¢ | 22.49 + 1.28%f
o AKG 19.70 £ 0.85 | 18.60+0.98% | 21.70+0.70* | 19.40 +0.76'
S ~ Beyin 2070 £1.11 | 19.40+2.58 |24.00+2.07*¢ | 20.90 + 1.14
€5 | Eritrosit 2220+2.74 |23.00£2.16 | 24204146 | 22.90 = 2.04
< 9 Kas 17.10£1.08 | 16.80+1.46 | 18.80+0.96>% | 22.90 + 2.04
o< Plazma (umol/l) |2.04+0.06 | 1.88+0.10° |2.48+0.16% |2.16+0.129
2 SyS 21.40+2.33 | 18.80+2.13% | 23.60 +2.61°¢ | 20.10 + 0.97%9
_ Beyin 286+0.38 [291+0.22 [279+0.23 2.97+0.37
52 Kas 2224026 [215+0.19 |232+0.17 2.26+0.19
£8 Plazma (umol/l) |2.93+£0.17 |2.88+027 |2.82+0.19 2.78 £0.23
3
— __ | Beyin 13.60 £0.47 | 15.40+£0.84° | 12.50 £ 0.58%¢ | 14.30 + 0.75%9
S 2 | Kas 10.60+0.93 | 11.10£0.45 | 9.19£0.61%¢ | 10.30+0.59°
3% TE: Plazma (umol/l) |22.30+1.14 | 26.30+1.09° | 22.20+ 1.20° | 23.70 + 1.05°
A
= = | Beyin 094+0.10 [1.07+0.10 ]098+0.12 1.01+0.15
3 = | Kas 0.79+0.17 [0.81+0.12 |0.85+0.10 0.88 +0.13
a2 Q
g5

45 <0.05, °p < 0.01, °p < 0.001 kontrol grubuna kiyasla.
<0.05vep<0. e grubuna kiyasla.
4p <0.05 p <0.001 Se grub kiyasl

p <0.05 ve & <0.001 FM grubuna kiyasla.
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5. TARTISMA

Klinikte en sik rastlanan kronik agri sendromlarindan biri olan FM, ilk defa
1800’lii yillarin ortalarinda tanimlanmis olup, 1900°1ii yillarin sonlarinda ise FM tan
kriterleri ilk defa sunulmustur (6). FM’nin etiyopatogenezi tam olarak netlik
kazanmasa da ortaya ¢ikmasinda néroendokrin disfonksiyonlar yani sira santral agri
mekanizmalar1 ve santral sensitizasyon en Onemli faktorler olarak goéziilkmesinin
yaninda genetik faktorler, travma, inflamasyon, mental stres, enfeksiyon gibi faktorler
de unutulmamalidir (183). Ayrica yapilan bazi arastirmalarda FM’ye neden olabilecek
herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmaz iken, bazi ¢alismalarda oksidatif stres
ve mitokondriyal disfonksiyonun FM’ye neden olabilecegine yonelik bildirimler

mevcuttur (59).

Ca*? iyonu néronlardaki iletide, ROS iiretiminde ve apoptoziste énemli rol
oynamaktadir (139). Ca*™? iyonu kimyasal kanallar ve voltaj duyarli kalsiyum
kanallarinin yani sira TRPV1 ve TRPM2 kanallarindan da hiicre igine gectigi
bilinmektedir. Ayrica bu TRPV1 ve TRPM2 kanallar1 oksidatif stresle aktive
olmaktadirlar (184). Oksidatif stres ve onun iiriinleri olan ROT, NAD den 3 farkli yol
ile ADPR iiretimine neden olmaktadir (185). TRPM2 kanallarinin molekiiler yapisi
diger kanallar gibi 6 segmentten meydan gelmektedir ve katyon girisleri 5 ve 6.
segmentler arasinda gerceklesmektedir. Kanalin ayrica C (Nudiks boks) ve N uglari
bulunmaktadir. Nudiks boks kisminda ADPR pirofosfataz enzimi bulunmaktadir ve
TRPM2 kanalinin agilmasindan bu enzimin aktivasyonu sorumludur. ADPR
prifozfataz enzimi ise hem ADPR hem de oksidatif stresle aktive olabilmektedir (155).
2000°den sonraki yapilan ¢aligmalarda hem ADPR’nin hem de oksidatif stresin
birbirlerinden bagimsiz olarak TRPM2 kanalini agabildigi belirtilmistir (152-153).
TRPV1 kanal1 aktivasyonu ise 2000’11 yillarda ilk kez AKG’da kapsaisin ile saglandig:
belirtilmistir (186). Daha sonra yapilan ¢alismalarda oksidatif stresin de NADPH
yolagi ile TRPV1 kanalm aktive ettigi sOylenmistir (164). TRPM2 ve TRPVI
AKG’de ¢ok miktarda bulunmaktadir ve bu nedenle yiiksek Ca+2 gecisi ndropatik
agriya ve apoptozise sebep olmaktadir (187). Baz1 ¢aligmalarda yine asir1 Ca+2 iyon

gecisinin SyS hasarma yol agtig1 bildirilmistir (188). Inflamasyon, mekanik hasar ve
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iskemi nedeniyle iiretilen ROS, asir Ca+2 gecisi ve apoptozis olusumu SyS’de ve

AKG’de norodejeneratif hasarlara ve ndropatik agrilara yol agmaktadir (189,190).

1800’11 yillarin basinda tanimlanmis ve bulunmus olan Se, baslarda toksik ve
karsinojenik olarak bilinse de cogu enzimin kofaktorii olmasinin yani sira temel olarak
antioksidan fonksiyonuyla bilinen bir eser elementtir (87). Se antioksidan enzim olan
GSH-Px’nin bilesinidir, indirgenmis GSH ve H202 ve lipid hidroperoksitlerin yol
actig1 oksidatif hasar1 azaltmada ve 6nlemede rol oynar. Ayrica Se inflamatuar cevabin
regiilasyonunda da rol alir (95). Tanguy ve ark. tarafindan yash ratlara yiiksek doz ve
diisiik doz Se verilmis, sitozolik ve mitokondriyal GPx diizeyleri arasindaki farka
bakilmis, yiiksek doz Se verilen ratlarin diisiik doz verilene gore anlamli sekilde GPx

aktivitesinde artis oldugu izlenmistir (191).

Bu calismanin sonuglari, Se tedavisinin, TRPM2 ve TRPV1 kanallarin1 bloke
ederek AKG ve SyS 'de FM kaynakli agri yogunlugunu, [Ca*?] i birikimini,
mitokondriyal ROS ve apopitozis diizeylerini azalttigini géstermektedir. Bildigimiz
kadartyla FM patofizyolojik siirecini gdsteren, merkezi ve periferik agr

hastaliklarinda AKG ve SyS 'yi igeren ilk kanittir.

TRPV1; CAPS’i, oksidatif stresi, yiiksek sicaklik ve asidik pH’1 algilayan ¢ok
modlu pronosiseptif bir reseptordiir. Oksidatif stres ve asidik pH, TRPM2 ve
TRPV1’in aktivasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (192,193). TRPM2 ve TRPV1’in
oksidatif stres ve asidik pH ile aktivasyonu [Ca*]i birikimini arttirmistir ve bu da
ndronal apopitozis ve noronal iyilesme sinyali gibi bazi fizyolojik ve patolojik
sireclerle yakindan iliskilidir (11,194,195). Bu nedenle, TRPM2 ve TRPV1, NADPH
oksidaz gibi farkli hiicre i¢i haberlesme yollariyla islev goren nihai oksidatif stres
mediatorleri gibi davranabilirler (184). TRPM2 ve TRPVI’in blokaji genellikle
hayvan modellerinde anti-nosiseptif etkilere yol acar. Bununla birlikte, hayvan
modellerinde asit ve oksidatif stres kaynakli kronik hiperaljezide TRPM2 ve
TRPV1’in rolleri heniiz bilinmemektedir. Son yapilan aragtirmalar, asit kaynakli
FM’nin olusumundan sonra hiperaljezinin meydana gelmesinde TRPV1’in rolii
olabilecegine dair bazi1 delilleri ortaya ¢ikarmistir (194). Sitozolik antioksidan enzim
olan GSH-Px’in bir kofaktorii olan Se, giiglii bir antioksidandir (91,176) ve aynm
zamanda cesitli hiicrelerde giiglii siiperoksit radikal yok edici ve NADPH oksidaz
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bloke edici etkiye sahiptir (194,196). Son zamanlarda yapilan aragtirmalarda, Se
tedavisi ile sicanlarin AKG ve SyS’sinde TRPM2 ve TRPV1’i bloke ederek Ca*?
seviyesinde bir diislis oldugunu goézlemledik (195,197). FM’li sicanlarin AKG ve
SyS’sinde TRPM2 ve TRPV1’in aktivasyonu ile kalsiyum sinyali ve agr1 siddetine
dair herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, FM’li siganlarin AKG ve
SyS’lerindeki TRPM2 ve TRPV1 kanallari ile agr1 siddetinde ve kalsiyum birikiminde
artis oldugunu gozledik. Bununla birlikte, Se tedavisi ile noronlardaki TRPM2 ve
TRPV1’de kalsiyum gegisinin engellendigi ve agr1 siddetinin azaldigini gézlemledik.
Bu ¢alismanin agr siddeti ve [Ca*?] yogunlugu sonuglarina benzer olarak baska bir
calismada, ikinci asit enjeksiyonundan 15 dakika 6nce farelerde CaV3.2 T-tipi Ca*
kanalinin bloke edilmesiyle kronik hiperaljezide azalma meydana geldigi bildirilmistir
(198). Buna ek olarak, asit enjekte edilen FM modelinde TRPV1’in asir1 ekspresyonu

ile FM benzeri bir agri durumunun gelistigi saptanmistir (11).

TRPM2 ve TRPV1 de dahil katyon kanallarinin artan aktivasyonu
mitokondriyal permeabilitenin artmasina ve zarlar arasinda Ca*? icerigini bozan asir1
[Ca*?]i yogunluguna yol agmaktadir (199). Mitokondrideki islev bozuklugu ii¢ seye
yol agmaktadir; birincisi endojen mitokondriyal ROS olusumu, ikincisi kaspaz
olusumu ile apopitozis, ligiinciisii ise PARP1 aktivasyonu ile DNA hasaridir. Son
zamanlarda yapilan arastirmalarda, AKG ve SyS’de mitokondriyal disfonksiyon ve
apopitoziste TRPM2 ve TRPV1’in roli oldugu bildirilmistir (195, 200). Yapilan bu
arastirmalarda, SNI indiiksiyonunu takiben AKG ve SyS' de apopitozis, kaspaz 3,
kaspaz 9, PARP, JC-1 ve hiicre i¢ci ROS degerleri artmistir. Bununla birlikte,
noronlarda TRPM2 ve TRPV1'in Se ile bloke edilmesiyle ise degerleri azalmistir.

Son c¢aligmalarda, Se’ nin AKG’deki TRPM2 ve TRPV1 kanallarindaki
antagonist etkileri ortaya ¢ikmistir (91,176,187,195-198,201,202). Ayrica, AKG’de
TRPM2 ve TRPV1 aktivasyonunda NADPH oksidaz ve protein kinaz C molekiiler
yolaklarinin da rolii oldugu son zamanlarda yapilan bir aragtirmada bildirilmistir (184).
Se, TRPM2 ve TRPV1’in antagonisti olmasinin yani sira ¢esitli hiicrelerde NADPH
oksidaz1 da inhibe etmektedir (195, 198). Se ile ilgili mevcut verilere dayanarak,
TRPM2 ve TRPV1'in potansiyel bir antagonisti olarak Se'nin de bu mekanizma ile
islev gorebilecegi diisiinmekteyiz. Aslinda, selenyum tedavisinin, AKG ve SyS’ de
FM kaynakli mitokondriyal ROS miktarinda azalmasiyla sonuclandigimi ve FM
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kaynakl1 apopitozisin Se tedavileri ile tersine dondiirdiigiinii gézlemledik. Bu nedenle,
mevcut sonuglar Se'nin FM’ li sicanlarda AKG ve SyS' deki FM kaynakl1 hiicresel
oksidatif stresi modiile edebildigini ortaya koymaktadir. FM’li hastalarin, kandaki
ROS seviyeleri ve hiicrenin antioksidan kapasitesi arasinda hassas bir dengeye yol
acan mitokondri islev bozukluklar1 ve hassas noktalarin iskemisinden kaynaklanan
oksidatif stres altinda olduklari iyice belgelenmistir (196-198,203). Bu nedenle, bazal
seviyenin iizerindeki ROS artiglar1 bu ince dengeyi bozarak ROS ile indiiklenen
apopitozisi tetiklemektedir. Bu da Se'nin FM’li sigcanlarin AKG ve SyS’ deki ROS,

apopitozis, kaspaz 3 ve 9’u nasil inhibe ettigini agiklamaktadir.

Insan viicudu ROS’a kars1 kapsaml1 savunma mekanizmalarina sahiptir. ROS,
GSH-Px ve katalaz gibi enzimler ve GSH ve E vitamini gibi enzimatik olmayan
maddeler ile tarafindan temizlenmektedir (170). a- Tokoferol, néronal membrandaki
lipid fazindaki ROS’u yok eden temel unsurdur ve oksidize formu GSH’nin
antioksidan etkisi ile geri kazanilir. Oksidan ve antioksidan sistem arasindaki
dengesizlik, sinir sistemindeki klinik islev bozukluklarinda ortaya c¢ikan ortak
ozelliktir. Mitokondriyal ROS’taki artisin ve GSH-PXx aktivitesi ve Se seviyesindeki
azalmanin, agr1 ve FM’ nin etiyolojisinde rol oynadigi ¢ok iyi bilinmektedir (196-
198,204-206). GSH-Px’in bir kofaktdrii olmasinin yani sira, Se, lipid hidroperoksitleri
ve hidrojen peroksiti ortadan kaldirmasi bakimindan beyin ve ndronlar i¢in 6nemli bir
antioksidan enzimdir (91). Bu calismada; AKG, SyS, beyin, kas ve plazmada, a-
Tokoferol ve GSH seviyesinin, GSH-Px aktivitesinin azaldigin1 gézlemledik ancak
Se tedavisi ile bazal seviyelere yiikseldigine de sahit olduk. Bu sonuglar, Se’ nin
muhtemelen ROS’un Omriinii sinirlandirarak siganlarda FM’ye karsi koruma
sagladigini ortaya koymaktadir. Beyin ve kaslardaki retinol ve [-karoten
konsantrasyonu dort grupta degiskenlik gostermemekle birlikte ndronal hiicrelerde
antioksidan roliiniin olabilecegini diisiinmekteyiz. Retinol ve [-karotenin adaptif
antioksidan yanitlarina, GSH-Px aktivitesi, GSH ve a- tokoferol miktarinin artis1 da

eslik etmistir.
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6. SONUC

Sonu¢ olarak c¢aligmamizdan elde ettigimiz veriler ilk kez, FM
mekanizmalarinin AKG ve SyS’de TRPM2 ve TRPVI1 kanallar1 araciligiyla
mitokondriyal ROS, apopitozis artisinin rol oynayabilecegini ve bunun da sonugta agr1
siddetini arttirdigin1 diisiindiirmektedir. Ancak yine calisgmamizda sicanlara Se
eklenmesi sonrasinda noronlardaki TRPM2 ve TRPV1’in bloke edilmesiyle ile
deneysel FM’ nin agri1, oksidan ve apopitotik etkilerinin azaltilabildigi goriilmiistiir.
Boylelikle, Se’ nin kullanimi1 ile FM kaynakli agri, mitokondriyal oksidatif stres ve
apopitozisi tedavi etmek i¢in yeni ve etkili bir yaklagim oldugu kanisindayiz. Buna ek
olarak, TRPM2 ve TRPV1 kanallar1i, SNI kaynakli apopitozis ve agrinin tedavisinde

o6nemli farmakolojik bir hedef olabilecegi diisiincesindeyiz.
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OZET

Deneysel Fibromiyalji Modelinde Selenyumun Kalsiyum Sinyali, Apoptozis Ve
Oksidatif Stres Uzerine Etkileri

Fibromiyalji (FM) klinik uygulamada karsilasilan en sik goriilen kronik agri
sendromlar1 arasindadir, ancak FM etyolojisinde sinirli bir bilgi bulunmaktadir. FM
diisiik selenyum (Se) seviyeleri, Ca2 + akisi asir1 yiikii, asir1 reaktif oksijen tiirii (ROS)
ve asidik pH ile karakterize agriya neden olur. TRPM2 ve TRPV1, ROS ve asit ile
aktive edilir, yine de rolleri heniiz aydinlatilamamistir. Bu nedenle, FM sican
modelinde ve Se'nin terapotik potansiyeline, TRPM2 ve TRPV 1'in agr1, oksidatif stres
ve apoptozise olan katkisini arastirdik.

FM modeli olusturmak i¢in kas i¢ine (gastroknemius) asit salinin enjeksiyonu
yapildi. Sicanlar kontrol, Se, FM ve FM + Se olmak iizere dort gruba ayrildi. Se
grubuna, FM olusturulduktan sonra 2 hafta siireyle giinde 1.5 mg / kg Se verildi. Se
tedavisi siyatik sinir (SyS) ve arka kok gangliyon sinirindeki (AKG) TRPM2 ve
TRPV1 akimlarinda, agri yogunlugunda, hiicre i¢i Ca*?, ROS'da ve mitokondriyal
membran depolarizasyonunda FM kaynakli artis1 azaltti. Ayrica Se tedavisi, AKG ve
SyS’deki FM vasitastyla saglanan hiicre canliligi azalmasini zayiflatti, yine AKG,
SyS, beyin, kas ve plazmadaki glutatyon peroksidaz aktivitesi ve glutatyon ve a-
tokoferol konsantrasyonunun azaldigi gériildii. Bununla birlikte, lipid peroksidasyon
seviyelerinin azaldigi izlendi. Western Blot testinde ise yine Se’un AKG, SyS ve kasta
PARP-1, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 ekspresyonunu azalttig1 goriildii.

Sonug olarak, Se tedavisi, AKG ve SyS’de TRPM2 ve TRPVI1 yoluyla
hiperaljezi, ROS, apoptoz ve hiicre ici Ca*? girisindeki FM kaynakli artisin1 azalttigini
gbzlemledik. Bulgularimizin FM'nin aydinlatilmasinda ve tedavisinde 6nemli bir yere
sahip olabileceginin diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz; Hiperaljezi; Arka Kok Ganglion; Oksidatif Stres;
TRPM2; TRPV1.
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SUMMARY

The Effects of Selenium on Calcium Signaling, Apoptosis and Oxidative Stress
in Experimental Fibromyalgia Model

Fibromyalgia (FM) is among the most common chronic pain syndromes
encountered in clinical practice; however, there is a limited understanding of FM
etiology. FM results in pain characterized by low selenium (Se) levels, Ca®* influx
overload, excessive reactive oxygen species (ROS), and acidic pH. TRPM2 and
TRPV1 are activated by ROS and acid; nevertheless, their roles have not been
elucidated. Therefore, we investigated the contribution of TRPM2 and TRPV1 to pain,
oxidative stress, and apoptosis in a rat model of FM and the therapeutic potential of
Se.

Injections of acidic saline into the muscle (gastrocnemius) were performed for
FM induction. The rats were divided into four groups: control, Se, FM, and FM+Se.
The Se groups received 1.5 mg/kg/over day Se for 2 weeks after FM induction. Se
treatment reduced the FM-induced increase in TRPM2 and TRPV1 currents, pain
intensity, intracellular free Ca?*, ROS, and mitochondrial membrane depolarization in
the sciatic nerve (SciN) and dorsal root ganglion nerve (DRGN). Furthermore, Se
treatment attenuated the FM-induced decrease in cell viability in the DRGN and SciN,
glutathione peroxidase activity, and glutathione and a-tocopherol concentration in the
DRGN, SciN, brain, muscle, and plasma; however, lipid peroxidation levels were
decreased. Western blotting revealed that Se attenuated PARP-1, caspase 3, and
caspase 9 expression in the SciN, DRGN, and muscle.

In conclusion, Se treatment decreased the FM-induced increase in
hyperalgesia, ROS, apoptosis, and Ca?* entry through TRPM2 and TRPV1 in the SciN
and DRGN. Our findings may be relevant to the elucidation and treatment of FM.

Keywords: Apoptosis; Hyperalgesia; Dorsal root ganglion; Oxidative stress; TRPM2;
TRPV1.
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