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OZET

Diizgiin Ergiin, D. Hipoksi ve Hiperkapninin Insan Embriyonik Bébrek Hiicre
Membraninda (HEK293) TRPM2 Kanal Aktivitesine Etkisinin Patch Clamp
Teknigi ve Enzimatik Olciimler ile Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saghk

Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2018.

Bu ¢alismada HEK293 hiicrelerine hipoksi ve hiperkapni uygulanmasinda Zn,

Se ve GSH’un etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir.

Calismamizda HEK?293 hiicrelerinde; normoksi, hipoksi, hipoksi+Zn,
hipoksi+Se, hipoksi+GSH, hiperkapni, hiperkapni+Zn, hiperkapni+Se, hiperkapni+GSH
gruplari olusturuldu. Normoksi, hipoksi ve hiperkapni gruplarindan 30 dk ve 60 dk gaz
karigimlar1 gecirildi, diger gruplar Zn, Se ve GSH ile inkiibe edildikten sonra gaz

karisimlar1 gegirildi.

30 dk ve 60 dk hipoksi ve hiperkapni gruplarinin MDA ve LDH degerlerinin, 30
dk ve 60 dk normoksi gruplarinin ayni degerlerine gére anlamli olarak arttig1; Zn, Se ve
GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk ve 60 hipoksi ve hiperkapni uygulanan gruplarin
MDA ve LDH degerlerinin ise 30 dk ve 60 dk hipoksi ve hiperkapni gruplarinin ayni
degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli seviyede azaldigi tespit edildi. 30 dk ve 60
dk hipoksi ve hiperkapni gruplarinda ortalama Ca* akim yogunlugunun 30 dk ve 60 dk
normoksi gruplarmin ayni degerlerine gore anlamli artis gosterdigini tespit ettik. Zn, Se
ve GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk ve 60 dk hipoksi ve hiperkapni uygulanan
gruplarda ortalama Ca™ akim yogunlugunun 30 dk ve 60 dk hipoksi ve hiperkapni
gruplariin ayni degerlerine gore anlamli olarak azaldig: tespit edildi. Ayrica hipoksi ve

hiperkapni uygulama siiresinin artiginin oksidatif stresi anlamli olarak arttig1 bulundu.

Sonu¢ olarak; hipoksi ve hiperkapninin oksidatif stres araciligiyla hiicre
membran hasarina neden oldugu Zn, Se ve GSH’un bu zararli etkilerden hiicre

membranini koruyabilecegi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Hipoksi, Hiperkapni, TRPM2 kanali, HEK293, Oksidatif stres.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 50309
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ABSTRACT

Duzgun Ergun, D. Study of effect on TRPM2 Channel Activity of Hypoxia and
Hypercapnia in Human Embryonic Kidney (HEK293) Cell Membrane with Patch
Clamp Tecnique and Enzymatic Measurement. Istanbul University Institute of
Health Science, Biophysics Department. PhD Thesis. Istanbul. 2018.

In this study, we aimed to investigate the effects of Zn, Se and GSH on the

application of hypoxia and hypercapnia to HEK293 cells.

In our study, study groups were categorized as normoxia, hypoxia, hypoxia+Zn,
hypoxia+Se, hypoxia+tGSH, hypercapnia, hypercapnia+Zn, hypercapnia+Se and
hypercapnia+GSH in HEK293 cells. Normoxia, hypoxia and hypercapnia groups were
exposed to gasses mixture for 30 and 60 min while other groups were incubated with

Zn, Se and GSH before being exposed to the gas mixtures.

It was determined that a significant increase in MDA and LDH levels in groups
that hypoxia and hypercapnia for 30 and 60 min to compared with groups that were
normoxia groups and a decrease in MDA and LDH levels in groups that were 30 and 60
min hypoxia and hypercapnia after incubation with Zn, Se and GSH versus same values
of hypoxia and hypercapnia groups. We found that Ca** current densities in 30 and 60
min hypoxia and hypercapnia groups were significantly increased compared to same
values of normoxia groups. In addition, it was found that Ca™ current densities in 30
and 60 min hypoxia and hypercapnia groups after incubation with Zn, Se and GSH
decreased significantly compared to same values in hypoxia and hypercapnia groups.
Furthermore, it was shown that oxidative stress raised as the duration of hypoxia and

hypercapnia exposure increased.

In conclusion, hypoxia and hypercapnia increased caused cellular membrane
damage, while addition of Zn, Se and GSH may protect the cell membrane from these

damaging effects.

Key Words: Hypoxia, Hypercapnia, TRPM2 channel, HEK293, Oxidative stress

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 50309



1. GIRIS VE AMAC

Transient Receptor Potential (TRP) kanal ailesinden TRP-Melastatin-2
(TRPM2), iki degerlikli kalsiyum (Ca*™*) ve magnezyum (Mg™) iyonlar ile tek
degerlikli sodyum (Na®) ve potasyum (K®) iyonlarina gegirgen, secici olmayan bir
katyon kanalidir (1-3). TRPM2 kanallari tizerinde Ca™ iyonu, hidrojen peroksit (H20>),
siklik adenozin difosfat riboz (CADPR) ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) etkili oldugu
bilinmektedir (4-7). Intraselliiler ortama Ca** iyonun girisini saglayan TRPM2
kanallarinin aktivasyon ve inhibisyon mekanizmalarinin aragtirilmasi, hiicre i¢i Ca™
iyonunun artigina bagl olarak ortaya ¢ikan pek ¢ok hastaligin olusum mekanizmasinin

bilinmesi agisindan 6nem tagimaktadir (8-11).

Oksijen, hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli enerji kaynagi olan adenozin
trifosfatin (ATP) iretildigi aerobik glikoz sisteminin son elektron alicisidir (12-16).
Fizyolojik pH ve 37°C viicut sicakliginda saglikli bireylerde arteriyel kanda parsiyel
oksijen basinci (PO2) 80-100 mmHg arasinda bulunur. PO> seviyesinin diismesi olarak
tanimlanan hipoksi, hiicrelerin islevlerini yerine getirememesine, ¢evreleriyle

iliskilerinin bozulmasina ve dokularda hasar olusmasina neden olur (17-19).

Organizmada biyolojik siire¢lerde etkili olan hiicresel enzimler ve kimyasal
reaksiyonlar pH degisimine duyarhdir. Karbondioksit (CO2) hiicre membranindan pasif
diffiizyonla gegerek hiicre igerisinde karbonik aside (H2COs3), karbonik asit de H* ve
HCOs iyonlarina ayrigir (20-23). Hiperkapni, arteriyel kandaki parsiyel COz basincinin
(PCO2) fizyolojik sinirlarmin tizerinde olmasidir ve hiperkapni hiicresel fonksiyonlar

tizerinde olumsuz etki gosterir (24-27).

Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumundaki artis ya da yok
edilmelerindeki azalma organizmada oksidatif dengenin bozulmasina sebep olur ve
oksidatif stres olusur (28-31). ROS lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA gibi
biyomolekiiller ile reaksiyona girerek mitokondriyal fonksiyon bozukluguna ve hiicre

membran hasarina neden olur (32-35).

Organizmada siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon (GSH),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSH-RXx), vitamin A, E ve C,
flavonoidler ile ¢inko (Zn™), bakir (Cu) ve selenyum (Se) gibi eser elementler

enzimatik ya da enzimatik olmayan yollarla antioksidan etki gostererek serbest



radikaller ile reaksiyona girer ve serbest radikallerin baslattigi zincir reaksiyonlarini
durdurur ve bdylece hiicresel yapilarin zarar gormesini engeller (36-38). Zn™",
metalloenzimler ve metalloproteinazlarin  yapisina  katilarak, molekiillerarasi
etkilesimlerde yapisal ve diizenleyici rol oynar (39, 40). Se, selenyum bagimli GSH-PX,
iyodotironin deiyodinaz ve tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) gibi selenoproteinlerin
yapisina katilarak reaktif oksijen tiirlerinin yol a¢tif1 oksidatif hasara karsi lipidleri,
DNA, RNA gibi biyomolekiilleri ve hiicre membranint korur (41-43). GSH,
organizmada tiyol grubu iceren, enzimatik reaksiyonlar araciligi ve serbest radikalleri
temizleme Ozelligi ile hiicre membranini lipid peroksidasyonuna karst koruyan bir

antioksidandir (44-47).

Hipoksi ve hiperkapninin etki mekanizmalar1 lizerine bazi ¢alismalar olmasina
ragmen, insan embriyonik bobrek hiicrelerinde (HEK293) hipoksi-hiperkapni-oksidatif
stres iliskisi ve TRPM2 kanallar1 lizerinde hipoksi ve hiperkapninin etkileri ile ilgili
yeterli calisma bulunmamaktadir. Tez ¢alismamizda hipoksi ve hiperkapniye maruz
kalan insan embriyonik bobrek hiicre (HEK293) membraninda TRPM2 kanallari
tizerinde oksidatif stresin etkisini ve g¢inko, selenyum ve glutatyonun antioksidan

etkilerini aragtirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. HUCRE MEMBRANI VE YAPISI

Hiicre membrani, hiicre biitiinliigiinii saglayan 7,5-10 nm kalinliginda, elastik bir
yapidir ve lipid, protein ve karbonhidratlardan olusur. Hiicre membrani igin 1972’de
Singer ve Nicholson tarafindan ©ne siiriilen akiskan membran modeli kabul
gormektedir. Bu modele gore; hiicre membrani, akiskan bir 6zellik gosterir ve proteinler

bu yapilar i¢ine mozaik gibi serpilmis durumdadir (Sekil 2.1) (48-51).
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Sekil 2.1: Hiicre membraninin yapist (52).

Hiicre membraninin temel yapisini ¢ift katli lipid tabakasi olusturur. Hiicre
membraninda fosfolipid, glikolipid ve steroidlerin varligina ragmen, membran
genellikle fosfolipid tabakasi olarak tanimlanir. Lipid tabakasi, hidrofilik ve hidrofobik
iki uca sahip fosfolipid molekiillerinden olusur. Cift katl lipid ve fosfolipid molekiilleri
bir iskelet {izerine yerlesmis halde polar bir yapiya sahiptir. Fosfolipidler, fosfat igeren
hidrofilik bas bolgesi ile yag asidi igeren hidrofobik bir kuyruk boliimiine sahiptir.
Ayrica gliserol ve fosfat gruplarindan olusan iki yag asidi zinciri bulundurur (Sekil 2.2)
(48-50, 53).
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Sekil 2.2: Hiicre membran lipidlerinin tiirleri (50).

(a) Fosfotidilkolin, gliserofosfolipid

(b) Glikolipid  (c) Streoid

Biitiin hiicre membran lipidleri amfipatiktir; hidrofilik bas ve hidrofobik kuyruk

igerirler. Fosfolipid molekiilleri sivi iginde bulunduklarinda, hidrofilik baslar hiicre

membraninin intraselliiler ve ekstraselliller ortamimnda su molekiilleri ile temas

halindedir. Hidrofobik kuyruk boliimii ise su tarafindan itilirken birbirlerini elektriksel

olarak c¢ekerler. Boylece hiicre membrani su igerisinde ortada birlesme egilimi gosterir

ve lipid bakimindan zengin misel ad1 verilen bir yap1 olusur (Sekil 2.3) (48-50, 53).
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Sekil 2.3: Hiicre membran lipidlerinin misel olusturmasi.

(a) Cift katli tabaka.

(b) Hidrofobik kuyruk ve hidrofilik u¢ boliimiiniin su igerisinde yerlesimi (50).



Lipidlerin hidrofilik bas gruplarinin elektriksel 6zelliklerinden dolay: lipidler,
¢ozelti igindeki art1 yiiklii katyonlar1 ¢ekme egilimindedir. Bu nedenle hiicre membrani
citf katli bir tabaka olusturur. Hiicre membraninin ¢itf katli lipid tabakasi, siv1 - kristal
ozellik gosterir; hareketlilik, kararsizlik ve akicilik gibi akiskanlara 6zgili 6zelliklerin
yani sira kristallere 6zgii diizenlilik ve organizasyon gibi 6zelliklere de sahiptir. Hiicre
membraninin lipid ¢ift tabakasinda lipidlerin dagilimimin farkli olmasi ve polipeptit
zincirlerin asimetrik yapiya sahip olmalarindan dolayr membran yapisi da asimetrik
ozellik gosterir. Bu nedenle hiicre membraninin iki tarafi birbirinden farkli 6zellige
sahiptir (48, 49, 51, 53). Lipid tabaka glikoz, iyonlar ve iire gibi suda eriyen maddeleri
gecirmezken, oksijen (O2), karbondioksit (CO2) ve alkol gibi yagda kolay eriyen
maddeleri gegirir ve hiicre yapisinin korunmasinda 6nemli rol oynar. Hiicre membrani
lizerine gémiilii halde bulunan kolestrol molekiilii, lipid tabakanin viicut sivilarindaki
suda eriyen maddelere karsi gegirgenlik derecesini belirlemenin yani sira membranin

akiciligini azaltarak hiicre membranini stabilize eder (48, 49, 53).

Hiicre membraninda bulunan proteinler, hiicre membraninin bir tarafindan diger
tarafina gecen integral (igsel) proteinler ve yiizeyde bulunan periferal (ylizeyel)

proteinler olmak iizere iki guruba ayrilir (Sekil 2.4) (48, 49).

~ Periferal proteinler

integral proteinler

Periferal proteinler

Sekil 2.4: Integral ve periferal proteinler (54).



Sulu ¢ozeltilerde ¢oziinmeyip, hidrofobik etkilesimleri bozan deterjanlar ve
organik coziiciiler ile ¢ozlinen integral proteinler; su molekiillerinin, suda eriyen
maddelerin ve iyonlarin ekstraselliiler ve intraselliiler ortam arasinda gegisini saglayan
secici gecirgen kanallar1t olustururlar. Bazi integral proteinler, tasiyicit protein olarak
islev goriip hiicre membranindan gegemeyen maddelerin aktif tagima ile lipid tabakadan
gecisini saglarken, bazilari ise enzim Yya da reseptor olarak gorev yapar. Periferal
proteinler sulu ¢dzeltilerde ¢6ziinen, ortam pH’1 degistiginde hiicre membranindan
ayrilabilen proteinlerdir. Ayrica periferal proteinler, enzim islevi ile hiicre

membranindan madde gegisini kontrol eden molekiiller olarak da gorev yaparlar (54,

55).

Hiicre membraninda lipid ve proteinlerin disinda hiicrenin dis yiizeyine tutunan
karbonhidratlar bulunmaktadir. Karbonhidratlar, hormonlarin baglanmasi igin reseptor

olarak da gorev yaparlar (48, 49, 53, 55).

2.1.1. Hiicre Membrammn Biyofiziksel Ozellikleri

2.1.1.1. Hiicre Membrammmin Kapasitans Ozelligi

Elektriksel yiik depolama 6zelligi olan kapasitor, farkli polaritelere sahip iki
iletken ylizey ve aralarinda bulunan yalitkan bir tabakadan olusur. Kapasitoriin bir
yiizeyinde pozitif yiikler toplanirken, negatif ylikler de elektrostatik ¢ekim kuvvetine
gdre kapasitoriin diger yiizeyinde toplanir. iki yiizey arasinda bulunan yalitkan madde
kalinligi, dielektrik kalinlik olarak ifade edilir ve elektriksel yiiklerin birbirine temas
etmesini engeller (51, 52, 56, 57). Boylece pozitif ve negatif yiikler elektrostatik ¢cekim
kuvveti sayesinde, farkli yiizeylerde depolanmis olur. Kapasitoriin yiizeyi ne kadar
genis olursa ve yalitkan madde varliginda iki yiizey birbiri ile temas etmeden ne kadar
yakin olursa, karsilikli ¢gekim kuvveti o kadar artacag: i¢in kapasitoriin depolayacagi
yiik o seviyede artar. Bir kapasitoriin yiizey alan1 ve dielektrik kalinlig1 sabit
tutuldugunda, potansiyel farki ile orantili olacak sekilde depolayabilecegi elektriksel
yiik miktar1 kapasitans olarak tamimlamir. Iyon kanallari degisken direng ozelligine
sahipken 7,5 - 10 nm kalinhiginda olan hiicre membrani elektriksel agidan yalitkan
ozellige sahip ¢ift katli lipid tabakasi igerir ve bu nedenle kapasitor gibi gorev yapar
(48, 54, 56, 58-60).

Hiicre membranmin kapasitansi, Cm olarak tanimlanir. Cv = 0,4 - 1,0 uF/cm2

gibi biiyiik bir kapasitansa sahip olan hiicre membraninin iki ylizeyinde, hiicre i¢i ve



hiicre disinda pozitif ve negatif yiikler elektrostatik ¢ekim kuvvetine gore dizilmislerdir.
Boylece hiicre membrani istirahat durumunda iken, hiicre igi ve hiicre disi arasinda
potansiyel fark meydana gelir ve hiicre membrani istirahat durumunda voltaj kaynagi
gibi davranir (48, 56, 57, 60, 61).

2.1.1.2. Hiicre Membraninin Elektriksel Esdeger Devresi
Intraselliiler ve ekstraselliiler stvilar iyi birer iletkendir ve yalitkan ¢ift katli lipid
tabakas1 ile birbirlerinden ayrilmistir. Buna gore; hiicre basitge birbirine paralel bir

direng ve kapasitorden olusan RC devresi olarak modellenebilir (Sekil 2.5) (56, 59).
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Sekil 2.5: Pasif RC hiicre esdeger modeli (56).

Rwm; Membran direnci, Cv; Membran kapasitansi.

RC hiicre modeli pasif bir devredir ve devrenin kutuplarina gerilim voltaj
uygulandigi zaman dogrusal akim elde edilir. Hiicre membran1 istirahat
durumundayken, ¢ogu iyon kanal kapali olmasina ragmen, bazi kap1 icermeyen pasif
iyon kanallar siirekli agik pozisyondadir ve bu kanallar membran tizerinde stirekli bir
sizint1 iletkenligi olustururlar. RC hiicre devresinden farkli olarak, sizinti iletken ve
batarya igeren bu devre istirahat membran potansiyeli (Ewm) eklenerek yeniden
diizenlenebilir (Sekil 2.6) (48, 50, 54, 56).
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Sekil 2.6: Sizint1 iletken ve batarya igeren devre modeli (56).

Intraselliiler ve ekstraselliiler ortamda iyon konsantrasyonunun farkli ve hiicre
membraninin negatif potansiyelde bulunmasindan dolayi, iyonlarin elektriksel olarak
birbirlerini ¢ekme-itme 06zelligi kullanilip hiicre esdeger devre modellemesi
yapilabilmektedir. Intraselliiler ve ekstraselliiler ortamlar arasindaki potansiyel
farkindan dolayi, sodyum (Na*) iyonlarinin hiicre disindaki konsantrasyonu hiicre igine
gore daha fazladir ve Na' iyonlar1 hiicre i¢ine girme egilimindedir. Potasyum (K%)
iyonlari ise hiicre iginde hiicre digina gore daha yiiksek konsantrasyonda bulundugu i¢in
hiicre disina ¢ikma egilimi gosterirler (58, 60). Intraselliiler ortam ekstraselliiler ortama
gore daha negatif oldugundan dolay1, Na* iyonunun elektriksel gradyan ile kimyasal
gradyani aym yondedir. K* iyonlarmn ise elektriksel gradyani pozitif yiiklii olmasindan
dolayr hiicre i¢ine dogrudur. Bu etkilerden dolayr hiicre membrani istirahat
durumundayken bile hiicre i¢ine dogru az da olsa Na* ‘un, hiicre disina dogru ise cok az
miktarda K* ‘'un sizintis1 s6z konusudur (48, 49, 56, 60).

Sizint1 akimlar ile beraber Na*, K™ ve klor (CI") kanallarin1 da igeren birbirine
paralel bagli potansiyel kaynaklar1 ve bunlara seri bagli direnglerden olusan hiicrenin es
deger devre modeli Sekil 2.7°de goriilmektedir (48, 56).
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Sekil 2.7: Uyarilabilir hiicrenin es deger devre modeli (62).

Cwm; hiicre membran kapasitansi; Ew; istirahat potansiyeli, Eiyon; her bir iyonun

denge potansiyeli, liyon; iyon akimi, g; iletkenlik olmak tizere:

Em > Eiyon liyon >0 Iyonlar hiicre disina ¢ikma egilimdedir.
Em = Eiyon liyon =0 Hiicre membranindan iyonlar pasif olarak geger
Em < Eiyon liyon <0 Iyonlar hiicre igine girme egilimindedir.

Osizinti << Ok+ , ONa+ VE JclI-

2.1.1.3. Hiicre Membranin Kapi Ozelligi - iyon Kanallar

Iyon kanallari, hiicre membranin1 boydan boya gegen, transmembran segmentler
iceren glikoproteinler olarak tanimlanmaktadir. Iyon kanalinin yapisini olusturan
integral proteinler, i¢ tarafi polar ve yiiklii gruplar ile kaplanmis, i¢i su dolu porlar
olusturmaktadir. Bu porlar genellikle bir iyonun boyutundan daha genistir; ancak
kanalin belirli bir bolgesinde bu alan iyon c¢ap1 kadar daralmaktadir. Bu nedenle iyon
kanalinin dar olan bolgesi iyonlar i¢in segici bir filtre olarak davranmaktadir (49, 56,
63). Hiicre membraninda iyon kanallar1 agik ve kapali olmak tizere iki farkli konumda
bulunurlar. Iyon kanalinin acilip kapanmasini saglayan degisiklikler, yiikli ya da
dipolar yapidaki voltaj sensoriinii etkileyen elektriksel kuvvetler veya

norotransmitterlerin - baglanmasi sonucunda kimyasal degisikliklerin etkisi ile
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gerceklesir. Iyon kanallarindaki kapilar, kanalin segici gegirgenligini kontrol eder.
Bazi kanallarda kapilar, tasiyicit protein molekiiliiniin uzantis1 olarak bulunurken, bazi
kanallarda protein molekiiliinde yapisal degisiklik olusturarak kanali agma - kapama
ozelligi oldugu belirtilmektedir. Iyon kanal kapilar1 agilip- kapanma 6zelligine gore iic

gruba ayrilir (49, 50, 53):

1. Voltaj bagimh iyon kanallari: Hiicre i¢i ve hiicre dis1 arasindaki potansiyel
farkina bagli olarak, iyon kanali kapisinin molekiiler yapist ve kimyasal
baglarin durumu degismektedir. Hiicre membranimin i¢ tarafinin negatif
yuklii olmasi, Na* kanalinin kapali olmasina katki saglar. Bunun tersi olarak,
hiicre membraninin i¢ tarafindaki negatif yiikiin kaybolmasi yani polaritenin
degismesi iyon kanali kapilarinin agilmasina ve Na* iyonlarinin hiicre igine
girmesine neden olur (48-50, 53, 64). Voltaj bagimli Na* ve Ca™ kanallari
depolarizasyon ile acilip, hiperpolarizasyon ile kapanir. Depolarizasyon
sirasinda, voltaj bagimli Na* kanallarina gére, voltaj bagimli K* kanallari
daha geg¢ aktive olurlar ve bu siire iginde hiicre membraninin yeniden
polarize olmasini saglarlar. Depolarizasyon durumu devam ederken Na*
kanallar1 inaktive oldugunda kanal kapanirken, K* kanallari agik Kkalir.
Depolarizasyonda goriilen aktivite azalmasi sadece depolarizasyona degil,
ayni zamanda Ca** kanallarinda Ca** iyonuna bagli olarak da azalabilir.
Voltaj bagimli iyon kanallar1 voltaja bagl olarak olduk¢a yavas inaktive
olurlar (49, 65).

2. Kimyasal/ligand bagh iyon kanallarn: Protein yapisindaki iyon kanal
kapilarinin bazilar1 kimyasal bir maddenin kendisine baglanmasi sonucunda
acilir. Tyon kanalinda kapiyr agip kapatan molekiiller, kimyasal baglanmada
degisiklige neden olur (49, 56).

3. Mekanik kapili iyon kanallari: Hiicre membraninda meydana gelen basing

ile agilip kapanan kanallardir (48, 56, 64).

Hiicre membraninda bulunan iyon kanallarinin en Onemli biyofiziksel
Ozelliklerinden birisi; hangi tip iyon kanali ise o tiirdeki iyona karsi segici gegirgen
davraniyor olmasidir. Iyon kanallarinin secici gegirgen ozelligi, kanalin yapisi, cap,
elektriksel yiikii ve i¢ yiizeyindeki kimyasal baglarin 6zelligine baghdir (49, 51, 56).

Iyon kanallarmin segiciliginde kanal ile ilgili iyonun, hiicre membraninin her iki
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tarafinda elektrostatik olarak birbirini itmeleri etkilidir. Na*, K* ve Ca™ gibi iyon
kanallarinin por bolgesinde yiiksek afiniteli ve diisiik afiniteli iyon baglanma bolgesi
olmak iizere iki baglanma bolgesi bulunmaktadir. Iyonlar kanallardaki baglanma
bolgelerine yarismali olarak baglanir. Na* kanallarindan katyonlarin gegisi sirasinda
kanal iginde yiikli bir karboksil grubunun bulundugu ve gecise yardimci oldugu
bilinmektedir. Iyon kanalmin en dar bdlgesinde bulunan karboksil grubu asidik ortamda
bir proton baglar ve negatif yiikiinii kaybederek kanali bloke eder. Hidroksil gruplari ya
da yapisinda amino gruplar igeren pozitif yiikli iyonlar karboksil grubu ile hidrojen
bagi yapabildikleri igin Na* kanalindan gegebilirler. Metil grubu iceren, karboksil
gruplart ile hidrojen bagi yapamayan pozitif yiiklii iyonlar bu kanaldan gecemez (48,
51, 56, 65). Her bir iyonun hiicre i¢i ve hiicre disindaki konsantrasyonu iyon kanalinin
gecirgenligi i¢in 6nemlidir. Belli bir potansiyelin {istiinde bu iyonlar, konsantrasyon ve
elektiriksel gradyanlarina bagli olarak hiicre i¢ine girmeye ya da hiicre disina ¢ikmaya
egilimlidir (48, 49, 56, 65).

2.1.2. TRP Kanal Ailesi

Transient Receptor Potantial (TRP) kanallari ilk olarak 1989 yilinda Drosophila
melanogaster tiirii sirke sineklerinin géz hiicrelerinde bulunan fotoreseptorler tizerinde
yapilan ¢alismalar sonucunda kesfedilmistir (1-3). Normal TRP proteini bulunduran
sirke sineklerinden alinan elektroretinogram (ERG) sinyallerinde siirekli aydinlatmaya
karsilik olarak hiicrelerden alinan yanitlarin da siirekli oldugu tespit edilmistir (66, 67).
TRP proteinini kodlayan genlerde ortaya ¢ikan spontan bir mutasyon sonucunda 1s13a
kars1 siirekli voltaj yanit1 yerine gegici ‘transient’ bir voltaj cevabi ile beraber gorsel bir
defekt olustugu saptanmistir (68-71). TRP geninin klonlanmasi ile TRP mutant
genindeki eksik olan proteinin, Ca*™" iyonunun hiicreye giris yollarindan birisi
olabilecegi sonucuna varilmistir (72-74).

TRP kanallari, N ucu (-NHz), 6 segmentli transmembran bolgesi ve C (-COOH)
ucu olmak tizere 3 temel bolgeden meydana gelmistir. N (-NHs) ve C (-COOH)
terminal bolgeleri sitoplazmaya dogru yerlesmislerdir. N ucunda tekrarlayan ankrin ve
coiled-coil (sarmal-sarmal; cc) diye isimlendirilen yapilar yer alirken, C ucunda
enzimatik nudiks kutu boliimii ve TRP homoloji alani bulunur. Iyonlarm gegisi,
transmembran bolgesindeki 5. ve 6. segmentler arasindan gerceklesmektedir. Bu

segmentler arasinda bulunan iletken iyon etrafinda homotetromerik ve heterotetramerik
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yapilar vardir (Sekil 2.8). Transmembran segmentlerinden dordiinciisii pozitif yiiklii
olmama ozelligi ile digerlerinden ayrilir (1, 4, 71, 75, 76). Biitin TRP kanallar
proteinkinaz A (PKA) ve proteinkinaz C (PKC) aktivasyonu sayesinde fosforilasyona
ugrar ve yapisal degisiklik gosterir. TRP kanallar1 direkt plazma membranindaki Ca*™
kanallar1 gibi davranmakta ya da Ca™ kanallarinin modiilasyonu i¢in itici gii¢ olan
hiicre membran potansiyelini degistiren sitozolik serbest Ca*™" kanallarinda degisimi

tetikledigi bilinmektedir (76, 77).
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Sekil 2.8: TRP kanallarinin yapisi (78).

TRP kanallarinin major alt ailerinde 1s1, reseptor ve ligand yolu ile aktive olan,
ayrica Na*, K*, Ca™ ve Mg gibi iyonlara farkli segici - gegirgen 6zellik gosteren
kanallarin varligi bilinmektedir. Plazma membraninda TRP kanallarinin aktivasyonu,
hiicrelere Ca*™ velveya Na* akisi sonucunda bu iyonlarin intraselliiler

konsantrasyonunun artis1 ve hiicrelerin depolarizasyonunu saglamaktadir. Hiicre ici
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organellerde bulunan TRP kanallari, kanallardan Ca™ iyonunun serbest kalmasinda ve

intraselliiler Ca™ konsantrasyonunun diizenlenmesinde rol oynar (1, 71, 78).

TRP kanallar1 solucan, sirke sinegi, zebra baligi, fare ve insan gibi uyarilabilir
ve uyarilamayan ¢ok farkli doku ve hiicre tiirlerinde yaygin olarak eksprese edilir. TRP
kanallar1 tat iletimi, sicakligin algilanmasi, Ca'™", Mg™ iyonlarinin geri emilimi,
osmoregiilasyon gibi homeostatik fonksiyonlar, hiicre hareketliligi ve kas kasilmasi gibi

pekcok sensor fonksiyonlari igeren biyolojik rollere sahiptirler (1, 79, 80).
TRP kanallarinin 6 tip alt tiirii vardir (Sekil 2.9):
» TRPC (Transient Receptor Potential Canonical): 7 alt aile
= TRPV (Transient Receptor Potential Vanilloid): 6 alt aile
» TRPP (Transient Receptor Potential Polycystin): 3 alt aile
» TRPML (Transient Receptor Potential Mucolipin): 3 alt aile
= TRPA (Transient Receptor Potential Ankyrin): 1 alt aile

=  TRPM (Transient Receptor Potential Melastatin): 8 alt aile (2, 3, 71).
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Sekil 2.9: TRP kanallarinin yapisi ve alt aileleri (80).

2.1.2.1. TRPM Kanallar

TRP-melastatin alt ailesi (TRPM), tiimor supresor melastatin (TRPM1) olarak
adlandirilir ve memelilerde TRPM2/TRPM8, TRPM1/TRPM3, TRPM4/TRPM5 ve
TRPM6/TRPM7 olmak tizere 4 homolog (biri digerinin yerine gegen) g¢ifte boliinen
sekiz alt liye icerir. TRPM alt aile {iyeleri N ucu, TRPM homoloji bolgesi veya MHD
olarak tasarlanmig 4 gergin rezidii ile karakterizedir. Ayrica, TRPM proteinleri,
transmembran segmentinin yaninda C ucu ile TRP bolgesini igerir. TRPM6 ve TRPM7
fonksiyonel C ucu serin kinaz veya treonin kinaz igerirken, TRPM2 adenin difosfat
riboz (ADPR) pirofosfataz faaliyeti gosteren fonksiyonel NUDT9 homoloji bolgesi
igerir. Cesitli TRPM kanallarinin (TRPM1-6 ve TRPMS8) uzun protein olarak ya da
biyolojik yapisina katki saglayan kisa varyantlar1 veya izoformlar1 eksprese edilmistir.
Bu varyantlarin, TRPM kanallarinin iyon seciciligi, fonksiyonu ve kanal

lokalizasyonunda 6nemli rol oynadig: ifade edilmektedir (1, 2, 80).
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TRPM kanal aktivitesindeki degisiklikler, patolojik olaylarin baslamasini
tetikleyerek fizyolojik fonksiyonlar iizerinde olumsuz etki gosterir. TRPM kanali alt
ailelerinin bazi tyelerinin aktivitesi, oksidatif stres araciligi ile diizenlenir. TRPM
ailesinde oksidatif stresin en ¢ok etkiledigi 3 tiyesi TRPM2, TRPM4 ve TRPM7’dir. Bu
kanallar, hem bir¢cok normal fizyolojik siiregte hem de ¢esitli hastaliklarda etkilidirler.
Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicresel homestaz1 bozarak fonksiyonel degisiklige
neden olurlar ve boylece TRPM kanallarinin fonksiyonlarini diizenleyebilirler. Bu
nedenle, bu kanallar tarafindan diizenlenen gesitli siiregler, oksidatif stres araciligi ile
patolojik fenotipi olusturularak degistirilir. Normal hiicresel fonksiyonlarda hiicre igi
ROS'da orta derecede artiglar olurken, hiicre i¢i oksidatif stresteki biiyiik artislar ¢esitli
hastaliklarin belirteci olarak ifade edilmektedir (2, 78, 79).

Ca™ gegirgenlikleri farklilik gosteren TRPM kanallarinin fonksiyonel yapilari
tam olarak aydinlatilmamis olmasina ragmen, TRPM4 ve TRPMS5’in i1siya duyarl,
TRPM2’nin ADPR, hidrojen peroksit (H202) ve sicakligin degisimi ile aktive oldugu
bilinmektedir (Sekil 2.10). TRPM3, TRPM6 ve TRPM?7 kanallarinin aktivasyonunun
hiicre i¢i magnezyum (Mg**) seviyesi ile diizenlendigi, TRPMS kanalinin ise mentol ve
diisiik sicaklik ile aktive oldugu, antranilik asit (ACA) uygulandiginda ise inaktive
oldugu tespit edilmistir (1, 71).

TM1-6; Transmembran segmenti, N; NH3 bélgesi, C; COOH bélgesi, P; Por bolgesi.
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Sekil 2.10: TRPM kanallarinin yapisi (2).
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2.1.2.2. TRPM2 Kanal ve Ozellikleri

TRPM2 kanali, iki degerlikli Ca*™ ve Mg*™ iyonlari ile tek degerlikli Na* ve K*
iyonlarina gegirgen, segici olmayan bir katyon kanalidir. TRPM2 kanali, 1503 amino
asitten olusan, 170 kDa agirliginda olan bir proteindir. Hiicre igine yerlesmis N ve C
ucuna sahip olan TRPM2 kanalinin N ucu fonksiyonu bilinmeyen dort homoloji bdlgesi
(MHR), IQ gibi motifin baglandig1 kalmodiilin (CaM) bélgesi ve bunu takip eden 6
transmembran segmenti (TM: S1-S6) igerir. TRPM2’nin C ucu TRP kutusu, sarmal
bolgesi (cc) ile nudiks hidrolaz (NUDT9-H) homoloji bolgesi igerir ve 5.-6. segmentleri
arasinda por halkasi yerlesmistir (Sekil 2.11A) (1, 2, 79).

A MHR ™ CC _NUDTSH
T L T
B
o Ca2+
° o U
U CADPR ——~> L]@ADPR
(l H?Oz
0 Tol

8-Br-cADPR AMP

Sekil 2.11: TRPM2 kanalinin protein yapist ve transmembran topolojisi (1).
A. TRPM2 protein yapist. B. TRPM2 transmembran topolojisi

TRPM2 kanalinin aktivasyonu tizerine Ca*™, HO2, siklik ADPR (CADPR),
reaktif oksijen tiirleri, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NAADP), arasidonik asit,
amiloid B-peptid, konkanavalin - A, sicaklik ve tiimor nekroz faktor alfanin (TNF-a)
etkili oldugu belirtilmektedir. Bunlardan bazilar1 direkt kanal proteini lizerine etki
ederken, bazilar1 ise reaktif oksijen tiirleri gibi mitokondriden ADPR salinimini
tetikleyerek indirekt yolla etki gosterirler (2, 3, 79, 81-83). Intraselliiler ADPR
pirofosfataz, TRPM2 kanalinin hiicre i¢ine bakan C ucundaki NUDT9-H bolgesine
enzimatik olarak baglanarak, ADPR’nin adenozin mono fosfat (AMP) ve riboz 5-fosfata
dontisiimiinde fonksiyon gosterir. Hiicredeki oksidatif hasarin temsilcisi olan ADPR’un

TRPM2 aktivasyonunu indiiklemesi, intraselliler Ca*™" konsantrasyonuna giiglii bir
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sekilde baglidir. Ca™ bagimli bu TRPM2 aktivasyonu, Ca™ duyarli protein CaM
araciligi ile gerceklesir (3, 84-87). Ayrica H2Oo, tert-biitil-hidroperoksit (tBuOOH) ve
ditiyonit oksidanlar1 ekstraselliiler, ikinci mesajc1 arasidonik asit, ADP-riboz (5°-
difosforiboz) veya NAADP intraselliiler uygulandiginda TRPM2 aktivasyonunu
baglattig1 gosterilmistir. Ca™, H202 ve CADPR ADPR’nin TRPM2 iizerine olan etkisini
kolaylagtirtr. AMP, ADPR araciligi ile TRPM2’nin diizenlenmesine negatif etki
ederken, 8-brom siklik adenozin difosfat riboz (8Br-cADPR), cCADPR ve H20, aracili
etkiyi inhibe eder (Sekil 2.11B) (1, 2, 3, 81, 82).

2-aminoetoksi difenolborat (2-APB), hizli ve geri donilisiimlii olarak TRPM?2
kanalinin inhibisyonunu saglarken; flufenamik asit, mikanozal ve klotramazol ise geri
doéniisiimsiiz olarak kanalin inhibisyonuna neden olur (Sekil 2.12). Ayrica ekanazol,
mefanamik asit (MFA), niflumik asit (NFA), ACA ve c¢inkonun TRPM2 kanalinin
blokeri olarak davrandig: belirtilmektedir (88-92).

>
Aktivasvon 2-APB
Flufenamik asit . TNF-a
Mikanozal L R A e IO
Crmewa
Diizenleme A ¢
cADPR
ADPR ‘
. ROS
Ca—

Sekil 2.12: TRPM2 kanallari tizerinde etkili oksidatif stress aracili aktivasyon,

inhibisyon ve diizenleyici ajanlar (2).

0.13-1.13 pumol/l olan intraselliiler serbest Ca** seviyesi, ekstraselliiler ortama
gore 20,000 kat daha azdir. Metabolik atiklar sonucu iiretilen H2O> hiicre igerisine
girerek TRPM kanallarini aktive eder ve hiicre igerisine Ca™ iyonu girisini arttirir (71,
88-90). Diger bir goriise gore; H202’in niikkleus, mitokondri gibi hiicre i¢i organellerde
ADPR sentezini arttirdigi ve ADPR aracilig1 ile TRPM2 kanalinin aktive oldugu ifade
edilmektedir (6, 7, 8, 85, 90). Intraselliiler Ca** iyonunun artis1 apoptoza kadar ilerleyen
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fizyopatolojik olaylarin baslaticisidir. intraselliiler ortama Ca*™ iyonun girisini saglayan
TRPM2 kanallarinin aktivasyon ve inhibisyon mekanizmalarinin arastirilmasi, hiicre igi
Ca*™ iyonunun artismna bagli olarak ortaya cikan pek c¢ok hastaligin olusum

mekanizmasinin bilinmesi agisindan 6nem tagimaktadir (91-94).

2.2. ELEKTROBIYOFIiZiKSEL TARIHCE VE HUCRE KAYIT TURLERI

Hiicreler ve ¢ogu hiicresel organellerin bilesenleri nanoskala boyutunda yapilara
sahiptirler. Endoplazmik retikulum, niikleus, mitokondri membrani, golgi aygiti,
mikrotiibiiller, aktin ve miyozin filamentleri gibi biitiin hiicresel yapilar sadece elektron
mikroskobu veya 100 nm’den daha diisiik oranda detayli ¢oziiniirliik saglayan teknikler
ile gorintiilenebilirler (56, 95, 96). Hiicre membrani, hiicre sitoplazmasini iginde
bulundugu ekstraselliiler ortamdan 10 nm’lik bir yapi ile ayirir. Cift katli lipid
tabakasindan olusan hiicre membrani, bu tabakaya gomiili halde ¢esitli hiicresel
taninma fonksiyonlarinda gorevli olan proteinler igerir. Bu hiicresel fonksiyonlarin pek
cogu sitoplazma ve hiicresel fonksiyonlarin degisimde rol oynayan iyon kanallarinin
hiicre i¢ci ve hiicre dis1 ortam arasinda kimyasal transportunu saglayarak gerceklesir.
Nanoskala boyutundaki iyon kanallari, hiicre membran potansiyelinin degisimini
saglayarak, ekstraselliiler pH’1 degistirir. Bunun sonucunda, iyon kanalllar1 mekanik
stresle ya da intaselliiler - ekstraselliiler ligand kapilart ile farkli iyon tiirlerine segicilik
gosterirler. Hiicre membranlarinin elektrobiyofiziksel 6zellikleri ve iyon kanallarindan
gecen akimlarn arastirilmasimin temeli olarak; aksiyon potansiyelinin kaydedilmesi
kabul edilmektedir. ilk defa cam mikroelektrot kullanarak hiicre igi aksiyon
potansiyelinin kaydedilmesi 1939°da Hodgkin grubu ve sonrasinda 1940 yilinda Cole
ve Curtis grubu tarafindan basarilmistir. Hiicre i¢i aksiyon potansiyelinin
kaydedilmesinden sonra, hiicre membranindan gecen iyon akimlarinin 6lgiilmesini
saglayan tek yontem olan voltaj klamp teknigi Hodgkin grubu tarafindan kesfedilmistir
ve bu kesif ile 1963 yilinda Nobel 6diilii almislardir (56, 64, 96). Hodgkin grubundan
Katz, digerlerinden farkli olarak hiicre membraninin tam olarak homojen bir yapiya
sahip oldugunu belirten iletkenlik artis1 ifadesi yerine, iyon kanali aktivitelerinin etkin
oldugunu savunmustur. Bu ylizden, c¢alisma ekibinden ayrilarak néromuskiiler kavsak
ile ilgili ¢alismalara yogunlagmistir ve bu teorisini ispat ederek 1970 yili Nobel ddiiliinii
almistir. Katz’in 6grencilerinden Sakmann ile Neher, Katz’in teorisini gelistirerek iyon

kanallarina ait birim iletkenligi kayit etmeyi amaclamiglardir. Bu amagla, cam
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mikroelektrotlar: kas dokusuna temas ettirip kiigiik bir alanda tek bir iyon kanalini izole
ederek iyon akimimi kaydetmeyi amaglamiglardir. Fakat, iyon akimi ¢ok kiigiik oldugu
igin, mikroelektrot kenarinda meydana gelen sizint1 akiminin elektronik giirtiltii iginde
kaybolup temiz bir kayit alinmasi basarilamamistir. Neher, sizint1 akimin1 yok etmek
icin mikroelektrot icine negatif basing uyguladi ve boylece ilk kez tek iyon kanalinin
akim kaydimi basarili bir sekilde gergeklestirmistir. Bu teknigi ‘‘patch clamp™ olarak
adlandirdilar ve bu calismalartyla 1991 yilinda Neher ve Sakmann, Nobel odiilii
almiglardir (48, 56, 64).

2.2.1. Intraselliiler Kayit

Patch Clamp sistemine gegmeden once, elektrobiyofiziksel kayit yontemlerinin
temeline basit bir ornek olarak, intraselliiler kayit verilebilir. Intraselliiler kayit, cam
mikroelektrot yardimi ile hiicre membraninin i¢ine girilmesi ile gergeklestirilir. Hiicre
membraninin her iki tarafinda; birisi intraselliiler ortam, digeri ekstraselliiler ortam olan
banyo soliisyonunda bulunan ve birbirleri ile temasta olan iki mikroelektrot ile hiicre
membran potansiyeli dogrudan Olgiilebilir. Hiicre membranina mikroelektrot ile
girilmesi sonucunda olusabilecek hiicre membran hasarini en aza indirmek i¢in ucu sivri
ve u¢ c¢ap1 nanometre boyutunda olan cam mikroelektrot kullanilmasi gerekir.
Mikroelektrodun hem elektriksel iletkenligi hem de mikroelektrot igindeki sivi ile
sitoplazmanin etkilesiminden dolayr mikroelektrot u¢ capi belirli sinirlar arasinda
tutulmalidir. Intraselliiler kayit icin esdeger devre Sekil 2.13’de gosterilmistir (48, 95-
98).
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Sekil 2.13: Intraselliiler kayit esdeger devresi (95).

Rwm; Hiicre membran direnci, Cwm; Hiicre membran kapasitansi, Em; Hiicre membran
potansiyeli, Rs; Sizinti direnci, Rm; Mikroelektrot direnci, Cm; Mikroelektrot
kapasitansu.

Intraselliiler kayitta, mikroelektrot ve sitoplazma arasindaki elektriksel devrenin
tamamlanmasi i¢in cam mikroelektrot hiicre i¢ine girmistir. Bu sekilde, banyo elektrodu
ve mikroelektrot arasindaki potansiyel fark direkt hiicre membran potansiyelini yansitir.
Biitiin esdeger devrelere uygulanabilen bu model i¢in bazi degerlendirmeler s6z
konusudur:

1. Mikroelektrot direnci: Mikroelektrot u¢ capmin kiigiik olmasi, direnci
arttirir.  Mikroelektrodu doldurmak igin yiiksek iletkenlikte intraselliiler
ortam soliisyonu kullanilarak direng diisiik seviyede tutulur ve bu soliisyon
prob ile baglanti olusturur. Intaselliiler kayitta kiiciik hiicreler i¢in 15-150
MQ arasinda yiiksek direngli mikroelektrotlar kullanilir. Mikroelektrot
direncinin hiicre membran potansiyeline etkisini gosteren Sekil 2.14’deki
esdeger devreye gore, hiicre membran potansiyeli differansiyel
amplifikatorin  girdisi ve mikroelektrot direnci ile diizenlenebilir.
Differansiyel amplifikatorler, iki giris arasindaki potansiyel farkini kaydeder.
Kirchhoff Kanununa gore; seri direncteki en biiyiik voltaj diismesi en yiiksek

direncin iizerinde gergeklesir. Bu nedenle, eger probun giris direnci
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mikroelektrot direncinden ¢ok yiiksek ise, prop en fazla hiicre membran

potansiyelini gosterir ve prop direnci 1 GQ’dan yiiksek olur. Buna gore;

Em =-60 mV
Rm =50 MQ
Rprop >1GQ

Total direng: 1000 + 50 = 1050 MQ olur. Probun gdsterecegi potansiyel en
az,
1000 MQ / 1050 MQ x (-60 mV) =-57,1 mV olacaktir (95-97, 99).

Ekstraselliiler

Enm
e [I] Ru

Intraselliiler

Banvo elektrodu

Sekil 2.14: Intraselliiler kayitta hiicre membran potansiyeline mikroelektrot direncinin
etkisi (95).

2. Mikroelektrot kapasitansi: Cam mikroelektrot, banyo soliisyonu ve
mikroelektrot icindeki intraselliiler ortam soliisyonu arasinda potansiyel degisimlerini
geciktiren bir kondansator olusturur. Aksiyon potansiyeli gibi ani potansiyel
degisiklikleri bu etkiyi degistirir ve ¢ogu amplifikator onun etkisini yok etmek icin
negatif kapasitansli devre olusturur. Bu devre sistemi mikroelektrot kapasitansi ile

ayarlanabilir (95, 100, 101).
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3. Sizint1 direnci: Rssizint1 direnci, mikroelektrodun hiicre membranina vermis
oldugu hasardan dolayr meydana gelir ve intraselliiler ortamdan banyo soliisyonuna
kadar olan kisa devreyi etkiler (Sekil 2.15). Sizint1 direnci diisiikse, hiicre membran
potansyelinin isareti 6énemli olacaktir. Hiicre membran potansiyeli daha az negatif
olmaya baslayacaktir ve bu da hiicre 6liimiine neden olacaktir. Hiicre membran hasarini
minumum seviyede tutmak i¢in mikroelektrodun hiicreye temasi sirasinda ¢ok dikkatli

olunmali ve Rs direnci maksimumda tutulmalidir (95, 99, 100, 102).

/

Banyo soliisyonu

Banyo elektrodu

R, Mikroelektrot

Sekil 2.15: Hiicre-mikroelektrot sistemi (95).

4. Akim uygulanmasi: Mikroelektrot yardimi ile hiicreye kiiciik akim
uygulayarak hiicre membran direnci ve kapasitansi Olgiilebilir. Hiicre membran
potansiyelinin  degisimi  kullanilarak, hiicre membran direnci ve kapasitansi
hesaplanabilir (Sekil 2.16) (95, 99, 101).



23

Alam uvgulanmasi
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Banvo elektrodu —
Ekstraselliiler
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intraselliiler
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Sekil 2.16: Intraselliiler kayitta akim uygulanmasi (95).

Akim uygulandiginda, hiicre membran potansiyelinin degisimi, devre direncine
baglidir ve bu degisim Ohm Kanunu’na gore asagidaki sekilde ifade edilir:
Em=1IR
Akim sabit oldugunda voltaj degisimi, Rs ve Rm paralel direngleri ile seri bagh
olan Rm direnci ile orantilidir. Ry direnci, hiicreye girmeden 6nce akim uygulanarak
hiicre membran potansiyel degisimini 6lgmek i¢in iyi bir yontem olarak bilinir. Hiicre
membran direnci,

Rv=(Em/I1)—Rm esitligi ile hesaplanir.

Akim uygulanmasi ile kaydedilen hiicre membran potansiyel degisimi Sekil
2.17°de gosterilmistir. 20 pA’lik akim uygulanmasi 10 mV’luk potansiyel degisimi ile
sonuglanir. Bu durumda sistem direnci, 10 mV / 20 pA = 500 MQ olur. Akim
uygulanmas1 sirasinda, mikroelektrodun hiicreye temas etmeden sadece banyo
sollisyonunda oldugu durumda, direng 50 MQ olur. Sizint1 direnci ile birlikte hiicre

membran direnci 500-50 = 450 MQ’a esit olur (95, 99, 101, 103).
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Sekil 2.17: Intraselliiler kayitta akim uygulandiginda olusan potansiyel degisimi (95).

Mikroelektrot direnci 50 MQ oldugunda hiicre membran kapasitansini da igeren
RC devresi kullanilarak hiicre membran kapasitansi da benzer olarak hesaplanabilir.
Hiicre membran kapasitansina gore mikroelektrot kapasitansi ¢ok kii¢iikk oldugu igin
mikroelektrot kapasitanst ihmal edilebilir. Burada, ani akim uygulanmasina karsi

potansiyel grafiginde yavas degisim oldugu goriilmektedir.
RC devresinin zaman sabiti T ;
T =RmCwm

Cm=1/Rm olarak ifade edilir (95, 99).

2.2.2. Voltaj Klamp Yontemi

Hiicre membranindan kayit yapilmasi amaglandiginda kullanilan biyofiziksel
kayit yontemlerinde gesitli zorluklar ortaya ¢ikmaktadir: Birincisi, hiicrelerin nanoskala
boyutunda olmasindan dolayr meydana gelen manipulasyon giicliigiidiir. Ikincisi ise,
biyoelektriksel sinyallerin zayif olmasinin yanisira, tek kanal akimlari da oldukga kiigiik
oldugundan bu teknikler uygulama agisindan en zor laboratuvar teknikleri arasinda yer
almaktadir. Zayif akim kayitlarinin yapildigi bu yontemlerde, zayif ve kiigiik olan sinyal
cogu zaman ortamdaki giriiltii i¢inde kaybolabilir. Diizglin ve ortam giiriiltiisiinden
arindirilmis  sinyal kaydi yapabilmek icin iyi tasarlanmis kayit sistemlerine ve

giiriiltiiden izole edilmis ortamlara ihtiyag vardir (48, 56, 64).
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Elektrobiyofiziksel deneylerde yaygin olarak hiicre membran potansiyeli ve
hiicre membranindan gegen iyonik akimlar kaydedilir. Hiicre membran potansiyeli ve
hiicre membranindan gegen iyonik akimlar, segici-ge¢irgen hiicre membraninin iki
tarafi arasindaki iyon konsantrasyonu ve iyonlarin hiicre membrani tizerinde hareketi ile
olusur. Hiicre membraninin i¢ kismu, hiicre disina gore daha negatif potansiyele sahiptir.
Hiicre membran potansiyelinin degisimi, hiicresel fonksiyonlarda kritik role sahip
oldugu i¢in bu potansiyelin lciilmesi bilyilk énem tasir. Iyon kanallarinin aktivitesi,
iyonlarin hiicre igine girisi ve hiicreden ¢ikisina cevap olarak olusan hiicre membran
potansiyel degisimi diizenlenerek, intraselliiler kayit yontemi ile kaydedilebilir. Hiicre
membran potansiyelindeki degisimler siklikla iyon kanali aktivitelerini etkileyen
fizyolojik bir faktor oldugu i¢in, bu parametreler organizmada pek ¢ok fizyolojik
aktivitenin 6nemli bir gostergesidir. Hiicre membran potansiyeli en az ii¢ bagimsiz yolla
iyon kanali fonksiyonlarini diizenledigi icin, iyon kanali aktivitelerinin arastiriimasi
oldukga zor bir tekniktir (64, 95, 96):

1. Itici kuvvetlerin degisiminden iyon kanal aktivitesinin etkilenmesi ve iyon
akisinin degisimi.

2. Cogu iyon kanalinin hiicre membran potansiyeli degisimlerinden etkilenen
voltaj bagimli kapt mekanizmasinin olmasi.

3. Bazi iyon kanallarinin, intraselliiler faktorler ile belirli hiicre membran
potansiyellerinde iyon akisini sinirlamasi.

Elektrobiyofiziksel deneylerde temel amag; normal ve patolojik sartlarda kayit
edilen biyoelektriksel sinyalin yapisal ve iyonik mekanizmalarini aragtirmaktir. Hiicre
membranindan gegen iyonik akim, istenen degere kenetlenerek hiicre membran
potansiyeli ya da hiicre membran potansiyeli istenen degere kenetlenerek hiicre
membranindan gegen iyonik akimlarin degisimi Olgiilebilir.  Hiicre membraninin
dogrusal olmayan 6zelliklerinin arastirilmasinda, potansiyel istenen degerde tutularak
hiicre membranindan gegen iyonik akimlarin kaydinin yapilmasina olanak saglayan
yonteme voltaj klamp yéntemi adi verilir (48, 64, 95, 96). Voltaj klamp yontemi,
olgiilen potansiyelin sabit tutulan (kenetlenen) potansiyel degeri ile kiyaslandigi bir
elektronik feed back sisteminden olusur. Kaydedilen potansiyelin kenetlenen
potansiyelden sapmasi, diizenleyici akim uygulamasi ile diizeltilir. Potansiyel 6l¢iimii
ve akim uygulanmas1 ayn1 mikroelektrot ile gergeklestirildigi i¢in, akim feed backi ani

olmalidir ve intraselliiler kayit i¢in ince uglu mikroelektrot kullanilmalidir (64, 95).
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Voltaj Klamp yonteminin temel amaci, Komut voltajinda tutulan hiicre
membraninin tamamindan gegen akimi Ol¢mektir. Bu yontemle, ilgili kanalin
karakteristiginin belirlenmesine ragmen tek bir kanala ait birim iletkenlik hakkinda fikir
vermez. Bu amagcla tek kanal akim kayitlarina olanak saglayan patch clamp teknigi
kullanilmaktadir. Voltaj Clamp Yontemi gelistirilerek, hiicre membrani {izerinde
bulunan belirli bir bélgeden ya da tek bir iyon kanalindan gegen iyonik akimin / hiicre
membran potansiyelinin kaydedilmesini saglayan Patch Clamp Teknigi daha genis

uygulama bulmustur (48, 56, 64).

2.2.3. Patch Clamp Yontemi

Hiicreden hiicreye degismek iizere birim akimlar pA seviyesindedir. Bu
boyuttaki bir akimi giiriiltiiden izole edilmemis bir ortamda kaydetmek oldukg¢a zordur.
Bir direng iizerinde, dis yoriingelerdeki serbest elektronlar termal etkiler ile hareket
ettigi icin termal gliriiltii ad1 verilen istenmeyen giiriiltiiler ortaya ¢ikar. 1 pA’lik bir
akimi % 10 hassashikta kaydetmek icin sinyal kaynaginin en az 2 GQ dirence sahip
olmasi gerekir (48, 56, 64, 100, 104). Organizmada bulunan hiicrelerin neredeyse
tamami bu dirence sahip degildir. Hiicrelerin boyutu kiigiildiikge, direnci artacagi icin
kiiglik direngli hiicre elde etmeyi amaglayan Erwin Neher ve Bert Sakmann; hiicre
membraninin kiiglik bir boliimiinden kayit yapmayr hedeflediler. Bu amagla, ucu
inceltilmis cam kapiller bir mikroelektrot ile hiicre membran pargasini sabitleyip, bu
cam elektrot ile hiicre membrani arasinda yiiksek elektriksel dirence sahip bir
kenetlenme saglamay1 amagladilar. Mikroelektrot voltajini kontrol ederek, mekanik ve
enzimatik teknikler kullanarak kii¢iik uglu cam mikroelektrotlar: hiicre membranina
bastirip GQ seviyesinde kayit diizenegi olusturmayr denediler. Fakat mikroelektrot
ucunun hiicre membranina temas ettigi yerde meydana gelen sizinti akimlar1 sebebiyle
en iyi kosulda dahi 10 - 20 MQ’luk direng elde edebildiler. Bu tiir sistemlerde yapilan
akim kayitlarinda, kaydedilmek istenen sinyal ¢ok zayif oldugu igin ortam ve sistem
guiriiltiisti iginde akim kaybolarak basarili bir sinyal kaydi yapilamamistir (56, 64, 95,
98, 100).

Erwin Neher ve Bert Sakmann, cam mikroelektrot igerisine negatif basing
uygulandigt zaman, hiicre membran1 mikroelektroda dogru emildiginde cam
mikroelektrot yiizeyi ile hiicre membrani arasinda giiclii bir kaynasma ile ideal GQ

seviyesinde ‘giga seal’ ad1 verilen siki mithiirlenme - kenetlenme elde etmislerdir. Bu
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kosullar altinda kaydedilen akimlarin istenen sonuclari verdigi ve iyon kanali
hipotezinin evrensel olarak kabul gérmesini sagladigi bilinmektedir (Sekil 2.18) (56,
64).

Mikroelektrot

L]

Mikroelektrot {
= 0 _
4

Hicre
Hiere
Mega seal
Giga seal
s, J"I . o) - A n - - A
ot et R -

Sekil 2.18: Giga seal elde edilmesi (56).

Giga seal olusumunun bilinen tek etkisi giriiltiiyli azaltmak degil, ayn1 zamanda
sinyal kaynagimin direnci arttik¢a hiicre membran potansiyelinin zaman ve genliginin
kontrolii daha giivenli hale gelir. Burada amag; mikroelektrot ile temasta bulunan hiicre
membran pargasini olabildigince kiigiik tutarak tek bir iyon kanali iceren hiicre
membran bolgesi bulmak ve buradan gegen iyonik akimi 6l¢mektir. Mikroelektrot ug
capt um seviyesinde tutuldugu i¢in bu boélgeden gegen iyonik akimlar ¢ok kiiciik ve
kaydedilen akim direkt tek iyon kanalindan gegen akima esit olur (56, 95, 98).

Calismanin amacina, arastirilmasi istenilen kimyasal, kanal blokorii ya da
norotransmitter maddenin tiiriine gore dort farkli patch clamp kayit tiri vardir (Sekil
2.19) (96, 102, 105, 106):
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Sekil 2.19: Patch clamp yonteminde kullanilan kayzt tiirleri (106).

1- Hiicre iizerinde (Cell attached-on cell) kayit: Cam mikroelektrot ile hiicre
membran pargasi arasinda siki kenetlenme ile giga seal olusturulduktan sonra
elde edilen pozisyondaki kayit yontemidir. Bu pozisyon diger kayit
yontemlerine gecis olarak kabul edilir. Yaklasik 1 - 5 um yarigapinda ve 2 - 10
MQ direncinde cam mikroelektrot yapildiktan sonra mikromanipiilator aracilig
ile ekstraselliiller ortamda bulunan hiicreye mikroelektrot ile temas -edilir.
Mikroelektrot, ekstraselliiler ortama daldirildiktan sonra ekranda kare dalga
goriiliir (48, 95, 96). Mikroelektrot ucunun bu ortamda bulunan mineraller
tarafindan kirlenmesini 6nlemek amaci ile hiicreye temas edene kadar,
mikroelektroda pozitif basing uygulamak gerekir. Uygulanan akim, patch clamp
sisteminden hiicreye temas eden mikroelektrot boyunca gegip hiicre membranina
geliyorsa, bu pozitif akimdir. Bu yontemde pozitif yonde basing uygulanmasi,
hiicre membran parc¢asini hiperpolarize ederek negatif yonde ice akim olusturur.

Hiicre membranina mikroelektrot ile temas ettikten sonra, mikroelektrot direnci
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% 50 oraninda artis gosterene kadar mikroelektrot ile hiicreye bastirilir ve
sonrasinda negatif basing uygulamasina gegilir (56, 76, 95). Rm hiicre membran
direnci 1 - 10 GQ seviyesine gelene kadar basing sistemi ile negatif basing
uygulamaya devam edilir. Mikroelektrot direncinin negatif yonde arttigi, akim
cevabindaki  azalmadan  anlagilir.  Eger herhangi bir  potansiyel
uygulanmayacaksa mikroelektrot 0 mV seviyesinde hiicre membran pargasinda
istirahat durumundaki potansiyelde tutulur ya da istenen potansiyele
kenetlenerek hiicre membranindan gegen iyonik akim kaydedilir (64, 76, 102,
105).

Hiicre iizerinde kayit yonteminde mikroelektrot ekstraselliller ortam

soliisyonu ile doldurulmahidir. Bu kayit pozisyonunda ekstraselliiler olarak
uygulanan hormon veya kimyasal maddelerin mikroelektrot ile temasta olan
hiicre membran1 parcasindaki iyonik akim iizerine etkisinin analizi
yapilabilmektedir. Kayit sirasinda mikroelektrot hiicre ile temas halinde
oldugundan hiicre i¢i organellerin iyon kanali {izerine olan etkileri devam
etmektedir (97, 102, 105-108).
Tiim hiicre (Whole cell) kaydi: Hiicre iizerinde baslanan kayit isleminin
sonraki asamasidir. Mikroelektrot ucu hiicre membranina temasta iken negatif
basing uygulanarak olusturulan giga seal esnasinda basing sistemi ile siirekli
vakum yapilarak hiicre membrant yirtilir. Mikroelektrot ile hiicre membraninin
yirtilmasi sonucunda, mikroelektrot ile hiicre sitoplazmasi arasinda elektriksel
acidan diisiik diregli bir baglant1 kurulur. Mikroelektrot ve hiicre sitoplazmasi
arasinda denge durumuna gelene kadar, mikroelektrot igerisinde bulunan
intraselliiler ortam soliisyonu ile hiicre sitoplazmasi arasinda madde alig verisi
devam eder. Boylece mikroelektrot direkt hiicre igi ile temastadir ve
mikroelektrot hiicre sitoplazmasinin voltaj degisimlerini 6lger (76, 95, 100).

Tiim hiicre kayit yontemi ile yapilan kayit, bir hiicrenin tiim kanallarinin
verdigi yanitt gosterir. Mikroelektrot hiicre membranini  yirtmigtir, fakat
mikroelektrot ve hiicre hala temas halinde oldugu icin kayit sirasinda hiicre i¢i
organeller ile iyon kanallar1 etkilesimi devam etmektedir. Bu yontem, kiigiik
hiicrelerden (5 - 20 um) akim ya da voltaj kaydi almak i¢in kullanilan en uygun
patch clamp yontemi olarak tanimlanmaktadir. Tim hiicre kaydi, hiicre

membranindaki tim Ca*™ kanallarinin arastirilmasi istendigi arastirmalarda
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tercih edilmektedir. Ayrica iyon kanali aktivatdrlerinin, blokerlerinin ve ikinci
habercilerin arastirilmasi amaci ile kullanilmaktadir (76, 102, 105, 109, 110).

3- Dis1 Disarida (Outside out) kayit: Hiicre mikrolektrot siki kenetleme halinde
iken vakumlama ile hiicre membran yirtildiktan sonra, mikroelektrot dikkatlice
hiicreden geriye dogru ¢ekilirse mikroelektrot hiicre membranindan ayrilir ve
mikroelektroda yapisip kopan hiicre membran parcalari ters yonde tekrar bir
araya gelerek dis1 disarida adi verilen yonteme ge¢ilmis olur. Hiicre membran
parcast hiicreden ayrildig1 i¢in, bu yontemde hiicre i¢i organellerin etkisi ortadan
kalkmaktadir ve boylece bu yontem hiicre i¢i organellerden bagimsiz arastirma
imkan1 saglamaktadir (56, 105, 107). Hiicre membraninin hiicrelerarasi bosluga
bakan tarafi banyo soliisyonu ile temas ederken, intraseliiler ortama bakan tarafi
ise mikroelektrodun igerisindeki intaselliiler ortam soliisyonu ile temas
halindedir. Bu yontemde, mikroelektrot icine intraselliiler ortam soliisyonu
doldurulmalidir. Hiicreden izole edilen kii¢iik bir hiicre membran pargasindaki
iyon kanallar1 tizerine, hormonlarin ve kimyasal maddelerin etkisinin
arastirilmasinda dis1 disarida kayit yontemi kullanilabilir (76, 95, 102, 103,
105).

4- ici Disarida (Inside out) kayit: Hiicre iizerinde kayit yonteminde iken, hiicre
ile temasta olan mikroelektrot hizlica hiicreden geriye dogru gekilirse
mikroelektrot hiicre membranindan ayrilir. Bu islem esnasinda mikroelektrot
ucundaki hiicre membraninin banyo sollisyonundan ¢ikmamasina dikkat
edilmesi gerekir. Mikroelektrot ucundaki hiicre membraninin hiicre i¢i tarafi
banyo soliisyonuna bakacak sekilde hiicre membran pargasi ters donerek tekrar
birlesir. Bu yontemde hiicrelerin bulundugu ortam ekstraselliiler ortam
soliisyonu ile doldurulurken, mikroelektrot intraselliiler ortam soliisyonu ile
doldurulur. Tek kanal aragtirmalari, intraselliiler faktorler ile aktive olan iyon
kanallar1 ¢alismalarinda i¢i disarida kayit yontemi kullanilabilir (56, 76, 102,
105).

2.2.4. Patch Clamp Yonteminin Biyofiziksel Prensibi
Patch clamp teknigi, istenen direngte Ozel olarak hazirlanan mikroelektrotlar
yardimi ile hem hiicre membraninin tiimiinden hem de hiicre membraninin elektriksel

ve mekanik olarak izole edilmis kiiciik bir parcasinda hiicre membraninin potansiyelini
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sabit bir degerde tutarak iyon kanalindan gegen akimlari ya da akimi sabit bir degerde
tutarak hiicre membran potansiyelinin kayit ve analiz edildigi elektrobiyofiziksel bir
yontemdir (64, 100, 105). Ucu 0,5 - 1 um capina sahip mikroelektrotlar, intraselliiler
ortam soliisyonu ile doldurulur; mikroelektrodun manipiilator yardimi ile hiicreye temas
etmesi saglanir. Negatif basing yapilarak mikroelektrot hiicre membranina sikica
kenetlenir. Boylece hiicre membrant mikroelektroda yapisir, mikroelektrot igindeki
intraselliller ortam Soliisyonu ile mikroelektrot disindaki soliisyonu hem elektriksel
olarak hem de soliisyon iginde bulunan maddelerin gegisi agisindan birbirinden izole
eden bir engel olusturur. Boylece bu bolgede giga ohm seviyesinde yiiksek elektriksel
dirence sahip ‘giga seal’ adi1 verilen engel olusturulmus olur. Giga seal olusumu ile cam
mikroelektrot icinde kalan hiicre membran pargasi ‘patch’ ya da ‘pama’ olarak
adlandirilir (100, 104, 110).

2.2.4.1. Giga seal olusumu

Hiicre membrani ile mikroelektrot temas ettigi zaman, kenetlenme sirasinda
diren¢ 10 - 50 MQ araligindadir. Bu diren¢ basing sistemi ile birka¢ kez vakum
yapilarak GQ seviyesine yikseltilebilir. Bu olay, 06zellikle hiicre membraninin
mikroelektrot icine emildigi durumda hiicre membraninin fiziksel olarak bozulmasini
gosterir. Neher ve Sakmann 2,5 MQ ug¢ direncine sahip mikroelektrot ile hiicre
membraninin 14 pm? bdliimiiniin omega harfine (Q) benzer sekilde mikroelektrot igine
dogru girdigini ve bu hiicre membran pargasinin mikroelektrot - hiicre membran

kenetlenmesine bagli oldugunu gostermislerdir (Sekil 2.20) (100, 104).

intraselliiler £
ortam
soliisyonu

Mikroelektrot

Hiicre

Sekil 2.20: Giga seal olusumunda mikroelektrot - hiicre membrani iliskisi (104).
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Giga seal olusumda mikroelektrodun i¢ duvari ile hiicre membrani arasinda
temas alaninin arttig1 goriilmektedir. Mikroelektrot ve hiicre membran: arasinda olusan
etkilesimin fiziksel prensibini agiklamak ve kenetlenme siirecini saptamak igin 3
fiziksel kuvvetin etkili oldugu ifade edilmektedir (104):

1. Kalsiyum gibi iki degerlikli katyonlar1 iceren tuz kopriileri

2. Hidrojen baglari

3. Van der waals kuvvetleri.

50 - 200 GQ direncini elde etmek i¢in, iki yiizey arasindaki mesafenin 2-5
A°’den biiyiik olmadig1 ve en yiiksek kenetlenme direncinin 400 GQ oldugu tahmin
edilmektedir (95, 104).

Yiiksek kenetlenme direnci igin iki kosul gereklidir: Birincisi, hiicre membran
parcasinin elektriksel olarak tamamen izole edilmesi, ikinci olarak 1 pA degerindeki
kiiglik akim kayitlarinin da iyi degerlendirilmesi i¢in ortam giiriiltiisiiniin azaltilmasidir
(199, 100, 104). Kayit esnasinda Rsear; kenetlenme direnci, Rm; mikroelektrot direnci
olmak iizere hiicre membrani parcasindan kaydedilecek akim, Rseai / (Rseat + Rm) ile
iliskilidir. Ayrica, hiicre direncinin patch direncinden ¢ok kiigiik olmast  (Rhicre <<

Rpatcn) gerekir (Sekil 2.21) (100, 104).

Akim/Voltaj
amplifilcatdri
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b) I/V amplifilkatdrii
Rm Vreforans
Elstraselliller
Topraklama
Hiicre Membram — — — I
Rpat:h Rhiicra

intraselhiler

VM - Eivon

Sekil 2.21: Patch clamp kaydinda hiicre - mikroelektrot iligkisi ve elektriksel esdeger
devresi (100).
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Patch clamp, feed back devre ile hiicre membran potansiyelinin (Vm) istenen
komut voltajina (Vi) ayarlamak icin kullanildigi bir voltaj klamp teknigidir. Hiicre
membran potansiyeli sabit tutularak hiicre membranindan gecen iyonik akimi ya da
akim sabitlenerek hiicre membran potansiyeli Ol¢iiliir. Patch clamp amplifikatorii, akim-
voltaj doniistiiriiciisii olarak islev goriir. Bu akim osiloskopta veya bilgisayar ekraninda

gozlemlenir (Sekil 2.22) (49, 100).

Vk Im

Vi

Sekil 2.22: Patch clamp yonteminde akim - direng - voltaj iliskisi (49).

A. Patch Clamp amplifikatorii, iki giris arasindaki farki c¢ikisa esitleyen
diferansiyel bir amplifikatordiir. Vo ¢ikis potansiyeli, Vm mikroelektrot

potansiyeli olmak {izere:
Vo=Vk—Vn seklinde bir iligki vardir.

B. Feed back direnci Ry, amplifikatoriin negatif girisi (1 noktasi) ve ¢ikisi
arasina yerlestirildigi zaman, 1 noktasindaki voltaji (Vm), komut voltajina
(V) esitlemek i¢in akim feed back direnci iizerinden akar. Vi, mikroelektrot
voltajinin kenetlendigi voltaj degeri i¢in ‘komut’ haline gelir. Ohm Kanunu
akimin, direncin iki ucu arasindaki voltaj farki ile orantili olarak bu direng
tizerinden akacagini ifade eder. If feed back akimi, Im mikroelektrot akimi

olmak lzere:

ls = (Vo *Vm) / Ry
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Bu denklem yeniden diizenlenirse asagidaki gibi olur:
Vo = IfRf + Vm

Akim korunmasi gerektigi i¢in, 1 noktasina akan akim mikroelektrot akimina (Im) esit

olmalidir.
lf=-1Im
Vo =-ImRf+ Vnm
Vik=Vm

Vo = - ImRf + Vi veya Im= (Vi Vo) /Rt elde edilir.

Vi ve Rs bilinirse, Vo oOlgiilerek Im saptanabilir. Ayrica, patch clamp amplifikatori, Im
akimini Vo, voltajina doniistiiriir (49, 100, 111).

C. Mikroelektrot voltaji, hiicreye elektrot araciligi ile baglantilidir. Hiicre,
Vi voltajinin ani degisiminde onun sarj edilmesini saglayan kapasitansi
icerir. Bunun saglanmasi i¢in, patch clamp amplifikatorleri diizeltici devreler
icerir. Patch clamp amplifikatorii, Vi’yi dogru takip edebilmek i¢in Vim’yi
giiclendirmek amaci ile 1 veya 2 nolu girisine dalga formunda diizeltici ek
devreler icerir. Feed back direnci Ry, akim - voltaj doniisiimiini
gerceklestiren patch clamp amplifikatoriiniin bir bilesenidir. Mikroelektrot
akimin tamami Ry iizerinden geger. Bu direng, voltaj kenetleme modunda
amplifikatoriin kazancini, akim kenetleme modunda ise hiicre membranindan

gecen akimi belirler (49, 95).
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Patch clamp kayit sistemi ve biyofiziksel semasi Sekil 2.23°de gosterilmistir.

R
t R
| Ciay
li??]'
4| + [
Rpatch
Rsenl 2
1 Ve
N —
Mikroelektrodunun ucu Hiicre
Sizmb alomlar « -
Hiicre rﬂﬁ_—
Referans elekirod é R
Ii
1

Sekil 2.23: Patch clamp yontemi ve biyofiziksel semasi (111).

Im; Membran akimi, Rs; Referans elektrod direnci; Vrer; Referans elektrod voltaji, Rm;

Mikroelektrod direnci, Rsear; Kenetleme direnci, Rpatch; Patch direnci.

2.2.4.2. Tiim Hiicre Kayit (THK) Yoénteminin U¢ Temel Adim
a. Mikroelektrot banyo soliisyonunda

Mikroelektrot banyo soliisyonunda iken, voltaj degisimine yanit olarak Glgililen
akim ile mikroelektrot direnci Rm hesaplanabilir. Komut pulsunu (Vseartest ) test etmek,

icin Vi uygulanir. Ohm Kanunu’na gore;
Rm = Vsealtest / Im

Diger tiim Olglimlerde oldugu gibi bu Ol¢climde de voltaj, topraklama
potansiyelini ayarlayan banyo soliisyonuna gore 6l¢iiliir. Mikroelektrot banyo soliisyonu
icinde bulundugunda, Vm topraga gore oldugu icin mikroelektrottan gecen akim Rs
boyunca topraga dogru akar. Hiicre dis1 toprak potansiyeli oldugu i¢in, tiim hiicre
yonteminde potansiyel, topraklamaya ve hiicre membrani boyunca topraga akan akima

gore Olciiliir (Sekil 2.24) (48, 49, 56, 95).
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Sekil 2.24: Patch clamp tekniginde mikroelektrot banyo soliisyonunda (49).

b. Hiicre iizerinde yontem

Giga seal kenetlenmesi bir kez olustuktan sonra, mikroelektrottan topraga akan
akim uzun siirmez. Kenetlenme sirasinda test pulsunun Vseaitest boyutunu arttirmak igin
daha biiyiik kenetleme direnci (Rseal) gereklidir ve Rsear, mikroelektrot direnci gibi Ohm

Kanunu’ndan hesaplanabilir:
Rseal = Vseattest / Im

Mikroelektrodun ucu, birisi banyo soliisyonu digeri mikroelektrot i¢i soliisyon
olmak iizere iki iletkeni ayiran bir dielektrik oldugu i¢in, mikroelektrot kapasitor olarak
davranir. Olusan kare dalganin baslangic1 ve bitisindeki gibi voltajdaki degisimler (dV
/dT) de hizli oldugunda; kapasitor akimi, Ic = CdV /dT, biiyiik olur. Mikroelektrot
direnci ve kapasitans1 mikroelektrodun sinyal {izerinde zaman sabitli, diisiik gec¢irgen bir
filtre gibi davranmasina neden olur. Zaman sabiti T olmak lizere; 1p =RmCm seklinde

ifade edilir.

Mikroelektrot kapasitansinin olusturdugu istenmeyen filtrelenme, mikroelektrot
u¢ ¢apinin artist ve Rm’nin azalmasi ile minimize edilebilir. Ya da akim uygulanarak %

90’a kadar kapasitans diizeltilebilir (Sekil 2.25) (48, 49, 56, 95).
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Rseal

Sekil 2.25: Patch clamp yonteminde mikroelektrot hiicre iizerinde (49).
C. Tiim hiicre kayit yontemi

Hiicre membran pargasi yirtilarak bir kez tiim hiicre yontemine geg¢ildiginde,
mikroelektrot icindeki soliisyon topraklanmis banyo soliisyonuna akarken hiicre
membran direnci (Rm) ve kapasitansi (Cwm) 6lgiilebilir. Vi olarak uygulanan voltaj pulsu,
Cwm ve seri direngle (Rseri) belirlenen ve eksponansiyel olarak azalan dalga formundaki
Im gecici akimini olusturur (Sekil 2.26) (48, 49, 56, 95).

Sekil 2.26: Tiim hiicre kayit yontemi (49).
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Tiim hiicre kayit (THK) yontemi ile alinan kayitta, hiicre membrani yirtildiktan
sonra hiicre igine girer girmez mikroelektrodun potansiyeli ile hiicre i¢i esitlenecegi i¢in
hiicre i¢ine girmeden mikroelektrot potansiyelini istirahat membran potansiyel degerine
sabitlemek gerekir. Bu durumda ige dogru sabit akim olusur. Hiicre i¢ine girdiginde bu
durum ortadan kalkar ve tekrar komut voltaj pulsuna cevap olan akim olusur. Komut
voltajina ulagmak i¢in kullanilan akim, hiicre membran direnci ve hiicre membran
direncine seri bagli olan mikroelektrot direncinin tamamini bu voltaj seviyesine
getirmek icin harcanan akimdir. Bu sekilde bir hiicrede voltaj sabit bir degere
kenetlendigi zaman, kiigiik bir depolarizasyon yapilarak hiicre membranindan gegen
akim degerlendirilebilir. Voltaj kenetleme aninda sadece potansiyelin degisim siiresi
boyunca gegen I¢ olarak ifade edilen kisa siireli bir kapasitif akim, bunu takiben zayif
ve sabit degerde IL akimi olustugu gozlemlenmektedir. Voltaj kenetlenmesi
sonlandiginda, hiicre membrani istirahat durumuna donerken tekrar ters yonde kapasitif

akim olusur (Sekil 2.27) (48, 56).

Vi
l Mikropipet voltaju
\'\.
I \“H-.‘____ B l Mikropipet alam
—— - - = :--'_Fd___.-—' -
I T yd

/
S

Sekil 2.27: Voltaj kenetlendiginde standart akim degisimi (56).

Seri direng (Rs) etkisiyle, komut voltaji belli bir genlik gecikmesi ile olusacaktir.
Hiicre icine girildigi zaman devreye hiicre kapasitansi da eklenecegi i¢in hiicre belli bir
siire sonunda komut voltajina yiikselecektir. Boylece seri direng nedeniyle voltaj ve

zamanlama hatasi olmak iizere iki hata meydana gelecektir. Mikroelektrot ve hiicrenin
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olusturdugu elektronik devre ve Vi’na cevap olarak olusan akim Sekil 2.27°de
goriilmektedir. Rs ve Rm seri bagli oldugu icin hiicrede olusan potansiyel mikroelektrot
potansiyelinden farkli olacaktir. Rs >> Rm olacagindan Vi uygulandiginda olusan anlik

akim:
lc=Vk/Rs olacaktr.

Hiicre membran kapasitanst (Cm), sarj olup sistem yeni komut seviyesine

geldikten sonra olusan akim cevabi ise,
IL = Vi / Rm olacaktur.

Sistem komut voltajina gelirken, Rs hiicre membran kapasitansini sarj etmek igin
gerekli akima karsi koyacagi icin hiicrenin komut voltajina gelmesi gecikir. T zaman

sabiti olmak tizere hiicre eksponansiyel olarak komut voltajina kenetlenir. Zaman sabiti;
T = RsCwm seklinde ifade edilir.

Rs, Cwm ile seri bagli oldugu icin mikroelektrot iizerinden akim uygulandigi
zaman, kapasitansin sarj olmasi gecikecektir. Rs azaltilirsa, t de kiiciileceginden
sistemin frekans bandi artar. Bu durumda ortaya cikan hatalarin diizeltilmesi icin
sistemde Rs kompansasyonu olarak ifade edilen seri direng diizeltmesi ve Csiow Olarak

ifade edilen kapasitans ndtralizasyonu yapilmasi gerekir (48, 49, 56, 95).
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gbzlemlenen akim degisimleri Sekil 2.28’de 6zetlenmistir:
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ve kayit sirasinda osiloskopta
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Sekil 2.28: Tiim hiicre kayit yonteminde ii¢ temel adim ve osiloskopta gézlemlenen

yanitlar1 (112).

Hiicre i¢ine pozitif yiiklii iyon girisi negatif akim olustururken, hiicre disina

negatif yiikk c¢ikisi negatif akim olusturur.

Hiicre membran potansiyeli iyon

potansiyelinden biiyiik oldugunda, iyon akimi pozitif olur ve iyonlar hiicre disina ¢ikar.

Hiicre membran potansiyeli ile iyon potansiyeli esit oldugunda hiicre membranindan

iyon ¢ikisi olmaz. Hiicre membran potansiyeli iyon potansiyelinden kii¢iik oldugunda,

iyon akimi negatif olur ve iyonlar hiicre i¢ine girer (48, 56).
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Patch clamp kayit yonteminde kullanilan ekipmanlar asagida verilmistir (Sekil

» Faraday kafesi

= Titresim Onleyici masa

= invert mikroskop

=  Mikromanipilator

* Amplifikator

= Mikroelektrot cekici (Puller)

= Camm

ikroelektrot

= Bilgisayar

* Yazilim programi

= Kamera

» Basing sistemi
Basing Osiloskop
kontrolii

Titresim dnleyici masa

Ekran

Mikroelektrot

tutucu -

Mikroskop

Kayit ;en'beri

\

Basing sistemi I

Soliisyonlar

Sekil 2.29: Patch clamp kayit sistemi (112).

Kirmizi renk elektriksel sinyal kaydinin yoniinii gosterir.
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a. Faraday kafesi

fletken malzemeleri olusturan atomlarin en dis yoriingelerindeki elektronlar,
atomlarindan kolayca ayrilarak hareket etme yetenegine sahiptirler. Dolayisiyla kapali
bir yiizeye sahip olan iletken bir cisim, elektrik alani igerisine yerlestirildiginde bu
elektronlar, iletkenin igerisindeki elektrik alan sifirlanincaya kadar hareket eder ve
yeniden dagilima ugrar. Elektrik alanin sifirlanmasiyla birlikte, elektronlarin hareket
etmelerinin sebebi ortadan kalkmis olur. Faraday kafesi bu ilkeye gore calisir ve
icindeki nesneleri dis elektrik alanlara karsi korur. iletken teller ile ag biciminde
kaplanmis ve topraklanmis her kafesle bu koruma gergeklestirilebilir. Ag gozii siklig1 ve

topraklama kalitesi korumayi arttirir. Faraday kafesi sayesinde disaridaki elektrik alan

kafesin i¢ine etki edemez (Sekil 2.30 a-b) (64, 95).
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Sekil 2.30a-b: Faraday kafesi (113, 114).
Faraday kafesinin islerligi i¢in, iletkenlerin 1iyi topraklanmis olmasi

gerekmektedir. Boylece patch clamp deneyleri esnasinda saglikli kayitlar alinmasi
saglanir (64, 95).
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b. Titresim énleyici masa

Hiicre membrani ile mikroelektrodun siki bir kenetlenme olusturdugu patch
clamp deneylerinde, kayit sirasinda yiiksek hassasiyet gereklidir. Calisma esnasinda,
hiicre ve mikroelektrodu gérmemizi saglayan mikroskop ve mikroelektrodun hareketini
saglayan mikromanipiilator sistemi titresim Onleyici masa lizerine sabitlenmis halde
bulunmaktadir. Bu sirada olusabilecek en kiigiik sarsinti bile hiicre ile mikroelektrot
arasinda kurulan temasin kopmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle darbe emici 6zel
sistemlerle donatilmis, sarsint1 6nleyici bir masanin kullanilmasi bu sistemin olmazsa

olmazlarindandir (64, 95).
c. Invert mikroskop

Invert mikroskoplarda objektifler mikroskop tablasinin altina yerlestirilmis
oldugu icin hiicrelerin goriintiilenmesi, kayit elektrodunun hareket kabiliyeti ve
incelenen alanin arttirilmasinda ¢ok 6nemli avantajlar saglamaktadir. Ayrica floresans
lamba igeren tiirleri sayesinde floresan 1sik yayan hiicrelerin goriintiilenmesi de

miimkiindiir (64, 95).
d. Mikromanipiilator

Patch clamp deneyleri esnasinda invert mikroskop ile hiicreler tespit edildikten
sonra mikroskobun makro ve mikro vidalar1 ile bir daha oynanmamalidir.
Mikroelektrodun ucunu hiicre membranina temas ettirebilmek i¢in iic boyutlu olarak
(0ne-arkaya, saga-sola ve  yukari-asagi) hareket ettirilmesini  saglayan
mikromanipiilatorler kullanilmaktadir. Kontrol paneli, keypet ve mikroelektrot ucunun

bagli oldugu headstage’den olusan bir sistemdir (64, 95).
e. Amplifikator

Hiicre veya hiicre katmanlarinda patch clamp yontemi ile giiriiltiiden
arindirilmis 1yi bir kayit alabilmek i¢in izole ortamlar ve iyi tasarlanmis kayit sistemi
gereklidir. Hiicre membran potansiyeli veya hiicre membranindan gecen iyonik akimlari
kaydetmek amaci ile amplifikatorler kullanilir; bu esnada en etkin kayit diizenini
saglamak iizere kullanilan mikroelektrotlarin  direnci  olabildigince  kiigiik,
amplifikatorlerin giris direnci yliksek olmalidir. Alinan elektrobiyofiziksel kayitlar
yiikseltilerek ekranda sayisal veriler olarak gozlemlenir, gerekli yazilim programlari

kullanilarak degerlendirilir. Patch clamp kayit sistemi ile tekli kanal ve tek hiicre
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calismalarinda hiicre membran potansiyeli kenetlenerek pA diizeyindeki akimlar veya
akim kenetlenerek mV diizeyindeki potansiyeller, etraftan gelen giiriiltiiden izole

edilerek kaydedilir (64, 95).
f.  Mikroelektrot ¢ekici (Puller)

Patch clamp sisteminde kullanilan cam mikroelektrotlar, i¢i bos silindir tiip
seklindedir. Hiicre membranina temas ederek gerektiginde buradan hiicre membran
parcas1 koparabilecek 6zelligin olmasi i¢in cam tiipleri sivrilterek mikroelektrot haline
getiren cihaz mikroelektrot cekicisi (puller) olarak adlandirilir. Istenen ¢apta ve
direncte yapilmak istenen mikroelektrot, mikroelektrot ¢ekicisinin iizerinde bulunan
mikroelektrot oluklarina yerlestirilir. Mikroelektrot tam olarak dengeli sekilde takilarak
cihazin orta boliimiinde bulunan 1sitma isleminin uygulandigi box ya da true flament
bulunan tungsten rezistansin i¢inden gecirilecek sekilde ileriye dogru siiriiliir. Yan
boliimde bulunan kiskaglar yardimi ile mikroelektrot dikkatlice sikistirilir ve sabitlenir.
Calisma oncesinde ramp testi yapilarak se¢ilen uygun sicaklik ve ¢gekme hizi ayarlanmig
cihaz ile mikroelektrot ¢ekim islemi baslatilir. Mikroelektrot ¢ekimi sirasinda,
mikroelektrodun orta bolimi isitilirken, ayn1 anda kiskaclar ile sikistirilmis
mikroelektrodun her iki tarafina, zit yonde ve aym dogrultuda ¢ekme kuvveti
uygulanir. Bu sirada cam mikroelektrot 1s1 ve kuvvetin etkisiyle yavas yavas ortasindan
isiip incelirken, hiicre membranina temas edebilecek seviyede sivriltilmis olur.
Cihazda bulunan sogutma sistemi araciligi ile mikroelektrot igindeki bosluk kapanmaz

ve mikroelektrot hazir hale gelir (Sekil 2.31) (64, 95).

Elektrik valfi
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(O) q:] Celime Lkuvveti
Cam ‘ |
mikroelektrot Isitma Makara
Tasma bobini  Sarmal
kiskact bobin

Sekil 2.31: Mikroelektrot ¢ekici semasi (95).
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g. Mikroelektrot

Mikrolelektrot ¢ekici kullanilarak, ¢alismanin konusuna gore farkli caplara sahip
cam mikroelektrot yapilir. Intraselliiler kayitlarda kullanilan mikroelektrotlarm diregleri
2 - 10 MQ arasinda olmas1 gerekir. Mikroelektrot cekici ile sicaklik ve ¢ekme hizi
degistirilerek istenen c¢apta ve direngte cam mikroelektrot yapilabilmektedir.
Mikroelektrot cekicisi ile yapilan mikroelektrotlarin u¢ capr arttikca mikroelektrot
direncinin distiigli, azaldik¢a yiikseldigi bilinmektedir. Bu da mikroelektrodun ucu ne
kadar ince olursa iyon gecisinin o kadar fazla engellendigini ve elektriksel direncin de o

kadar arttigin1 gostermektedir (56, 64, 95).
h. Basing sistemi

Cam mikroelektrot mikromanipiilatdr yardimi ile ekstraselliiler ortam soliiyonu
icine daldirildiginda, mikroelektrot ucunun kirlenmemesi i¢in basing sistemi ile pozitif
basing yapilmasi gerekir. Mikroelektrot ile hiicreye temas ettikten sonra ise giga seal ad1
verilen siki kenetlenme olusmasi ve patch clamp kayit yontemlerine gegilmesi igin
negatif basin¢ uygulanarak hiicre membraninin mikroelektrot i¢ine emilmesi saglanir

(Sekil 2.32) (56, 64, 95).

Mikroelekirot [ 1
futucu _— ——

Kayit cemberi

| —

Sekil 2.32: Basing kontrol sistemi (95).
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I. Bilgisayar yazilim

Patch clamp kayit sistemine uyumlu olarak Patch master ve Fit master yazilim
programi kullanilmaktadir. Kayit sistemi ile alinan iyonik akim ve hiicre membrani

potansiyel kayitlar1 yazilim programlari ile sayisal verilere dondstiiriliir (64, 95).
j. Bilgisayar

Patch clamp sisteminde iyonik akim ya da hiicre membran potansiyeli
kayitlarinin takip edilmesi amaci ile kullanilan yazilim programi ve hiicrenin
gozlemlenmesini saglayan programin kullanilabilmesi i¢in uygun bir bilgisayara

gereksinim vardir (64, 95).
k. Kamera

Bilgisayara ve invert mikroskoba bagli olan kamera aracilig1 ile hiicreden alinan
goriintli  bilgisayara aktarilabilir. Kayit Oncesi hiicrenin izlenmesi, kayit aninin
goriintiilenmesi ya da kayit alindiktan sonra hiicre lizerinde ol¢iim ve hesaplama
yapilmasi amaci ile kamera sistemi kullanilabilir. Goriintli invert mikroskoptan ya da

kamera ile bilgisayardan takip edilebilir (64, 95).

2.3. OKSIDATIF STRES

2.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde tek sayida elektron tasiyan, fizyolojik ve
patolojik bircok siirecte ortaya c¢ikan oldukca aktif kisa Omiirli atom ya da
molekiillerdir. Kararsiz yapiya sahip bu molekiiller, cevrelerindeki molekiillerle
reaksiyona girerek son yoriingelerindeki paylasiimamis elektronlarini paylagsma egilimi
gosterirler. Serbest radikaller pozitif veya negatif yiikli ya da nétr olabilirler ve
biyolojik sistemlerde cogunlukla elektron transferi sonucunda meydana gelirler (115,
116).

Insan viicudundaki hiicrelere kolaylikla girebilen oksijen molekiilii (O2)
kimyasal yapisindan dolayi radikal olmaya ¢ok yatkindir ve hiicrelerin en ¢ok kullandig1
molekiildiir. Bu nedenle serbest radikal, serbest oksijen radikali olarak ifade edilir.
Reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinen serbest oksijen radikalleri normal sartlarda

organizmada siirekli olarak olusur. Kontrolsiiz serbest radikal {iretimi, hiicre membrant,
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lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA gibi biyomolekiiller ile etkilesime girerek
hiicrede geri doniisiimlii ya da geri doniisiimsiiz yapisal ve metabolik degisikliklere
neden olur (117-120).

Serbest radikaller endojen ya da ekzojen kaynakli olarak meydana gelebilirler.
Endojen kaynakli olarak redoks tepkimelerinde; endoplazmik, mitokondriyal ve niikleer
elektron iletim sistemlerinde, monosit ve nétrofillerin fagositozu gibi metabolik olaylar
sirasinda bol miktarda iretilir. Ultraviyole ve X-isinlarinin hiicre igerisinde emilimi,
hava kirliligi, sigara dumani, ¢esitli ilaglarin kullanimi ve kimyasallar gibi gevresel
faktorlerin etkisi ile ekzojen kaynakli olarak serbest radikaller olusabilir (121-123).
Serbest radikaller temel olarak viicutta ii¢ sekilde meydana gelir:

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: Yiiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yiiksek sicaklik gibi etkilerin sonucunda kovalent bagin kirilmasi ile
bag yapisindaki iki elektronun her biri farkli atomlar tizerinde kalir ve aktif iki
adet serbest radikal olusur.

2. Kararh yapidaki molekiilden bir elektronun ayrilmasi ya da bir molekiiliin
heterolitik boliinmesi: Hiicresel yapidaki antioksidanlar, radikal yapidaki
molekiillere bir elektron verip radikalleri indirger ve kendilerinin radikal formu

olusur.
X > X+ ¢

3. Kararh yapidaki molekiile bir elektronun transferi: Kararli yapidaki bir
molekiile bir elektron transferi sonucunda molekiiliin dis yoriingesinde
eslesmemis elektron olusuyorsa, bu tiir indirgenme reaksiyonu radikal

olusumuna neden olabilir (23, 29-31).
X+e - Xe

Serbest radikaller, radikal veya radikal olmayan molekiiller ile reaksiyona
girerek yeni radikallerin olusumuna neden olurlar. Serbest radikaller ile reaksiyona
giren molekiiller zincir reaksiyonu ile tiim organizmaya zarar verebilir. Serbest
radikallerin yar1 Omiirleri ¢ok kisa olmasina ragmen, kararsiz yapida olduklari i¢in

organizmadaki tiim hiicreleri etkileyebilir (Tablo 2.1) (28, 124-126).
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Tablo 2.1: Oksidatif stres sonucu meydana gelen serbest radikaller (124, 125).

Bilesik, Simgesi

Ozellikleri

Yar1 Omrii (37°)

Stiperoksit, Oz~

Otooksidasyon reaksiyonlari
sonucunda olusan bir € indirgenmis

form

Spontan ve enzimatik

dismutasyon

Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss 10° s
) ) reaksiyonlar1 sonucunda olusan,
Hidroksil, OH- S
yiiksek reaktiviteli ii¢ €
indirgenmis form
Singlet oksijen, Oz |1 [k uyarilmis form 10°s

Hidrojen peroksit,
H20>

Oz, HO-2’den dismutasyon sonucu
ya da direkt O, molekiiliinden

olusan iki e indirgenmis form

Stabil; enzimatik rediiksiyon

Hidroperoksil, HO;

Lipidde ¢oziinen Oz ‘in

protonlanmis formu

) Organik hidroperoksitlerden 7s
Peroksil, ROO
hidrojen ayrilmas1 sonucu olusur.
Alkoksil, RO Oksijen merkezli organik radikal 10°s
Organik

hidroperoksid, ROOH

Lipid ve timin hidroperoksitleri

Uyarilmis karbonil,
RO (RO%*)

Mavi-yesil fotoemisyon sonucunda

olusur.
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Oksijen molekiilli, canli organizmadaki molekiillerin yapisina girmesi, besin
maddelerinde ana element olmasi, aerobik canlilardaki redoks reaksiyonlar1 ve
solunumda 6nemli rol oynamasi nedeniyle hayati 6neme sahiptir. Molekiiler oksijen,
tasidigr iki eslesmemis elektrondan dolayr radikal olarak degerlendirilir. Canli
organizmadaki molekiiler oksijenin % 95 - 98’1 enzimatik olarak suya cevrilirken, geri
kalan kismi elektron transferi ile hiicre i¢i organellerin yap1 ve fonksiyonlarini bozarak,
hiicre membraninda hasara neden olan serbest radikal tiirevlerini meydana getirir (35,
37,127, 128).

O2+H*+e — HO2 Hidroperoksil radikali
HO, — H'+ 0" Siiperoksit radikali
2H"+02> +e— H02 Hidrojen peroksit
H.02 + e — OH + OH Hidroksil radikali

2.3.2. Serbest Radikallerin Hiicre Membrani Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen tiirleri, yapilarina elektron transfer ile lipidler, proteinler,
karbonhidratlar ve DNA gibi biyomolekiiller ile reaksiyona girmektedir. Hiicre
membrani, yapisindaki doymamis yag asitlerinden dolayr reaktif oksijen tiirlerine
olduk¢a duyarhdir. Kararsiz ve yiiksek aktivitedeki reaktif oksijen tiirleri, organizmada
fazla miktarda bulundugunda hiicre membranmdaki lipidlerin peroksidasyonuna yol
acarak yapisal bozulmalara neden olur. Organizmada en sik goriilen serbest radikal tiird,
serbest radikalllerin doymamis yag asidi ile etkilesmesi sonucu alil grubundan bir
hidrojenin ayrilmasi ile olusan lipid radikalidir. Lipid radikali, ilk olarak oksijen ile
tepkimeye girerek lipid peroksi radikalini, sonrasinda zincir reaksiyonu ile lipidlerden
lipid hidroperoksitlerini olusturur (32, 129, 130). Karbon atomundaki eslesmemis
elektron, yag asidi zincirini radikal hale getirir ve molekiiler yapidaki oksijeni
baglayarak lipid peroksit radikalini meydana getirir ve bdylece lipid peroksidasyonu
baslamis olur. Lipid radikalleri hiicre membranindaki diger doymamis yag asitleri ile
etkilesime girerek yeni lipid radikalleri olusturur (28, 35, 126). Lipid peroksi radikali
hidrojen atomlar1 ile reaksiyona girerek lipid hidroperoksit radikalini olusturur. Bu

sekilde devam eden zincir reaksiyonu sonucunda malondialdehit (MDA), 4-
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hidroksinoneal (HNA), alkoller, pentan ve etan gibi lipid peroksidasyon {irlinleri ortaya
cikar. Lipid peroksidasyonunun etkisi ile hiicre membran proteinleri, reseptorleri ve bu
reseptorlere baglanan pek ¢ok olayda katalitik etki gosteren enzimler inaktive olur.
Bunun sonucunda hiicre membraninin gegirgenligi ve akiskanligi gibi biyofiziksel

ozellikleri degiserek hiicre i¢i iyon dengesizligi ortaya cikar (32, 35, 130, 131).

2.3.2.1. Malondialdehit

Malondialdehit (MDA) smifindan tiyobarbiitirik asit ile reaksiyon veren
maddeler (TBARS;  “‘Thiobarbituric =~ Acid Reactive Substances’’), lipid
peroksidasyonunun en iyi belirte¢lerindendir. MDA, lipid peroksitlerin aldehid
formudur ve arasidonik asit ya da linoleik asit benzeri ¢oklu doymamis yag asidi
zincirlerinden bir hidrojen atomunun uzaklastirilmas: ile elde edilen lipid
peroksidasyonunun trtintidiir (33, 126, 131, 132). Bu sekilde radikal 6zellik kazanan
yag asidi zinciri molekiilleraras1 ¢ift bag aktarilmasi ile konjugatlar olusturur.
Sonrasinda, lipid radikallerinin oksijen molekiilii ile reaksiyona girmesi sonucunda lipid
peroksit radikali meydana gelir. Boylece olusan radikaller hiicre membraninin
yapisindaki yag asitleri ile birleserek lipid radikalini olusturur ve radikal, ortaya ¢ikan
hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksitlerine doniisiir. Bu sekilde reaksiyon,
kendi kendini Kkatalizleyen bir siirece girer. Lipid peroksidasyonu, lipid
hidroperoksitlerinin MDA gibi diger karbonil bilesiklere doniismesi ile sonlanir (Sekil
2.33) (133-136).
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R—CH CH CH, R Doymanns vag asidi
R~ CH==— CH . C'H R Yag asidi radikali
R—— CH=— CH — CH — R Yag asidi perolisil radikali
o
| o
R— CH==CH —CH — R Yag asidi hidroperolksidi
L
on
¥
H CH CH, CH Malondialdehit (MDA)
T

Sekil 2.33: Doymamis yag asidinden malondialdehit olusumu (33).

MDA, hiicre membraninda iyon gecirgenligini etkileyerek hiicre
membraninindaki proteinlerin molekiilici ve molekiilleraras1 ¢apraz baglanmasina yol
acar. Bunun sonucunda hiicre membraninin iyon ge¢irgenliginin, enzimatik aktivitenin
ve akigkanlik gibi biyofiziksel Ozelliklerinin degisimine neden olur. Hiicre
membranindan olduk¢a kolay gecebilen MDA molekiilii, DNA’nin nitrojen formundaki
bazlan ile reaksiyona girerek genotoksik ve karsinojenik etkiler gosterebilir (28, 133,
134, 136).

2.3.2.2. Laktat Dehidrogenaz

Laktat dehidrogenaz (LDH), 13.400 molekiil agirliginda sitoplazmik bir
enzimdir ve 2-hidroksi asit oksidorediiktaz ailesinden tetramerik bir enzimdir. LDH,
nikotinamid adenin diniikleotidin (NADH) NAD™"a doniisiimii ile piruvatin laktata

doniistimiinii saglar. Reaksiyon, NADH'den piruvatin C» karbonuna bir hidrojen iyonu
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transferini igerir ve anaerobik solunum yapan hiicreler tarafindan yaygin olarak

kullanilir (Sekil 2.34) (137-142).

NADH NAD+

\/

Piriivat "(_! Laktat

"

NADH NAD+
Sekil 2.34: LDH’1n katalizledigi reaksiyon (143).

Hiicre membrani hasara ugradiginda ortama salinan LDH enzimi, piriivatin laktata
indirgenmesi ile kalorimetrik olarak olgiilebilir (141, 142, 144). Olii ya da membran
hasara ugramis olan hiicre sayisimin artisi, hiicre kiiltiir besiyerinde LDH enzim
aktivitesinin artisina neden olmaktadir (126, 137, 138, 143).

Organizmada lipid peroksidasyonuna neden olan serbest radikallerin olusum ve
yok edilme hizi arasinda ‘oksidatif denge’ ad1 verilen bir iligki s6z konusudur (Sekil
2.35). Oksidatif denge saglandigi silirece organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Serbest radikallerin olusumundaki artis ya da yok edilmesindeki
azalma dengenin bozulmasina sebep olur ve ‘oksidatif stres’ ad1 verilen duruma neden
olur. Oksidatif stres, serbest radikal olusum hizi ile antioksidan savunma mekanizmasi

arasindaki dengenin bozuldugunu gosterir (28, 29, 30, 31, 145).
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Oksidatif
J> stres
/ : |
Antioksidan Redoks Reaktif oksijen
savunma denge tirleri

Sekil 2.35: Oksidatif denge (129).

2.3.3. Antioksidanlar

Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif hasar1 6nleyen, azaltan ya da tamir
eden molekiiller ‘antioksidan’ olarak tanimlanir. Organizmada antioksidanlar, serbest
radikaller ile reaksiyona girerek, serbest radikallerin baslattigi zincir reaksiyonlarin
durdurur ve hiicresel yapilarin zarar gérmesini engeller. Metabolik siireclerin bir sonucu
olarak hiicreler siirekli olarak serbest radikal tiirleri tretirler (32, 33). Siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
glutatyon rediiktaz (GSH-RX), vitamin A, E ve C, flavonoidler basta olmak {izere
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar, serbest radikalleri etkisiz hale getirir.
Antioksidanlar, canli organizmada olusturduklar1 etki mekanizmasina gore dort farkli
grupta siniflandirilabilir (36, 37, 38, 145):

1. Serbest oksijen radikalleri ile etkileserek onlar1 tutma ya da etkilerini
azaltarak daha zayif yeni bir molekiile ¢evirme, antioksidanlarin toplayict etkisi olarak
tanimlanir. Ornek olarak trakeobronsiyal mukus verilebilir.

2. Serbest oksijen radikalleri ile etkileserek onlara bir hidrojen iyonu aktarip
aktivitelerini azaltma ya da inaktif hale doniistiirme, antioksidanlarin baskilayici etkisi
olarak tamimlanir. Ornek olarak vitaminler ve flavanoidler verilebilir.

3. Serbest oksijen radikallerinin zincirlerini kirarak onlarin fonksiyonlarini
engelleme, antioksidanlarin zincir kirict etkisi olarak tanimlamir. Ornek olarak
seruloplazmin, hemoglobin ve mineraller verilebilir.

4. Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin DNA tamir enzimleri ile

onarilmasi, antioksidanlarin onarici etkisi olarak tanimlanir (32, 36, 37, 132, 133, 136).
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Antioksidanlar, organizmada bulunduklart yerlere gore Tablo 2.(2-4)’de

verildigi gibi siniflandirilabilir:

Tablo 2.2: Endojen antioksidanlar (37).

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon rediiktaz (GSH-RX)

Katalaz (CAT)

Sitokrom oksidaz (Sit-O)

O radikalini katalitik olarak yok eder.

H2>O, seviyesi diisiik miktarda oldugunda
GSH-Px tarafindan katalizlenir.

GSH-Px’1n substrati olan tek oksijen, OH,
H.O, ve lipid peroksitlerin ortadan

kaldirilmasinda etkilidir.

Yiiksek konsantrasyonlardaki H>Oz’in yok

edilmesini saglar.

Elektron tasima zinciri iginde O, molekiilii
H20 molekiiliine indirgenirken O2", H203,

‘OH salinimini onler.



Tablo 2.3: Ekzojen antioksidanlar (37).

Transferrin

Albumin

Seruloplazmin

Askorbik asit

Bilirubin

Glikoz

Eritrositler

Urat

Laktoferrin

Haptoglobulin
Hemopeksin
SOD

GSH-Px
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Molekiil basina 2 adet Fe*® iyonu baglar.

Cu™ ve hemi baglar, OH' radikalini

temizler.

Ferroksidaz aktivitesinin  gostergecidir.
Cu™ iyonlarin1 baglar ve O radikalini

temizler.

OH radikalini yok eder.
Peroksil radikalini yok eder.
OH-" radikalini yok eder.

Diffiizyon ile H20’1, anyon kanali ile Oz
radikalini  eritrosit i¢ine alir. Bu
molekiiller, SOD ve CAT enzimleri

aracilif1 ile uzaklagtirilir.

Radikalleri yok eder ve metal baglar.

Diisik pH’da molekiil basina 2 adet
Fe*®ii baglar.

Hemoglobini baglar.
Hemi baglar.
Katalitik olarak O, radikalini yok eder.

H20- ve hidroperoksitleri yok eder.
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Tablo 2.4: Hiicre membraninda bulunan antioksidanlar (37).

Vitamin E Yagda ¢oziiniir ve zincirleri kirar.

3-Karoten Yagda ¢oziiniir, radikal temizleyicisi ve

singlet Oz moliiekiilii inhibitoriidiir.

Koenzim Q Enerji metabolizmasinda rol alir ve

antioksidan 6zellik gosterir.

Fosfolipid/kolesterol orani, hiicre

Hiicre membraninin organizasyonu membran biitiinliigli agisindan 6nemli

SOD, CAT ve GSH, GSH-Px enzimleri enzimatik antioksidan olarak
siniflandirilir. SOD  enziminin yapisinda Cu, Zn™ ve manganez (Mn), GSH-Px
enziminin yapisinda ise Se iyonu bulundugu i¢in bu enzimler ayni zamanda
metalloenzim olarak da adlandirilir. Ekzojen kaynakli enzimatik olmayan antioksidanlar
ise transferrin, seruloplazmin, bilurubin, albiimin, B-karoten ile vitamin E ve C olarak
ifade edilir (37, 38).

2.3.3.1. Cinko

Cinko (Zn*™™), dogada genellikle ¢inko siilfiir (ZnS), ¢inko oksit (ZnO), ¢inko
kloriir (ZnCl2) ve ¢inko silikat (ZnSiOsH20) seklinde bulunan bir eser elementtir (28,
146-148).

Cinko ¢esitli bitkisel ve hayvansal besinler basta olmak iizere; kabuklu deniz
hayvanlari, et - balik irlinleri, baklagiller, findik ve ceviz gibi kabuklu yiyeceklerde
yaygin olarak bulunur. Siit tirtinleri, sebze-meyveler diisiik oranda ¢inko igerirler (149-
151).

Giinliik ¢inko gereksinimi bebeklerde 3 mg/giin, 1-10 yas i¢in 10 mg/giin,

yetiskinlerde ise 8-11 mg/giin olarak belirtilmistir. Cinkonun canlilar i¢in esansiyel
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oldugu yillarca bilinmesine ragmen, c¢inko eksikligi ilk defa 1961 yilinda Prasad
tarafindan tanimlanmistir. Organizmaya alinan ¢inko sag, prostat, karaciger, kemik,
bobrek, pankreas, dalak gibi organ ve dokularda farkli miktarlarda birikmektedir (149-
151).

Cinko homeostazi, organizmada ilk olarak gastrointestinal sistem mukozasinda
diizenlenir; oniki parmak barsagi ve ince barsakta devam eder. Diyetle alinan ¢inkonun
% 15-30’u absorbe edilir. Cinko emilimini, protein bakimindan zengin diyet, histidin,
lizin, sistein, pisolinik asit, etilendiamin tetra asetik asit (EDTA), B6 vitamini, glisin,
kazain, laktoz, vitamin D, metiyonin ve aminoasitler arttirirken, protein bakimindan
fakir diyet, fitatlar, tanen, psidik ve oksalik asit ve diyet ile alinan demir miktarinin
artmasi ¢inko emilimini azaltir. Ayrica kadmiyum (Cd), Cu, Se, fosfor (P), kalay (Sn)
ve Ca*™*, ¢inko absorbsiyonuna etki eder (28, 147, 148).

Total viicut ¢inko konsantrasyonunun belirtegleri, plazma ve serum c¢inko
seviyeleridir. Sabah aglik plazma ¢inko seviyesi < 11,5 pmol/L (750 mg/L) olarak
belirlenmistir. Plazmada % 60’1 albiimine bagli olan ¢inkonun % 10’u transferrin, geri
kalan kismi ise a-2-makroglobiilin, histidin ve sistein gibi plazma bilesenlerine baglanir

(28, 147, 148).

Karbonhidrat, lipid, protein ve niikleik asit sentezinde 6nemli rol oynayan ¢inko,
redoks reaksiyonlarina katilmadigi ig¢in kararli halde bulunur. Ayrica, ¢inko immiin
sistem cevabinin diizenlenmesi, antioksidan fonksiyonlar, vitamin A metabolizmasi,
enerji metabolizmasi, protein sentezi, biiylime ve gelisme, hafiza ve goérme gibi

metabolik fonksiyonlar i¢in de gereklidir (39, 146, 152, 153).

Cinko, intraselliiler ve ekstraselliiler ortama birbirine gore zit etki gosteren ¢inko
tastyict proteinler (ZnT) ailesi ve transmembran proteinler (ZIP, Zinc-Iron related
transporter protein) ile tasinir. Sitoplazmaya ¢inko alimimmi ve vezikiillerden ¢inko
tasinmasini ZIP transmembran proteinleri saglarken, ¢inkonun hiicre disina ¢ikisini,
organellere ve sekretuvar vezikiillere ¢inko tasinmasini ZnT’ler gergeklestirir (147, 148,
154, 155).

Cinko, metalloenzimler ve metalloproteinazlarin  yapisina  katilarak,
molekiilleraras1 etkilesimlerde yapisal ve diizenleyici rol oynar. Canlilar i¢in esansiyel
element olarak ¢inko, 300°den fazla enzim ve 2000 transkripsiyon faktorii i¢in kofaktor

olarak davranir. Cinko, antioksidan savunma sisteminde etkili olan enzimlerin aktif
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bolgelerine baglanarak enzimlerin aktivasyonunu saglar. Cinko ve bakir iyonlari, SOD
enziminin yapisal bileseni olarak aktif bolgesinde bulunur. SOD, iki siiperoksit
radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglayarak reaktif
oksijen tiirlerinin zararlarin1 azaltir. Cinkonun antioksidan mekanizmalarindan birisi de,
glutatyon sentezinin hiz smirlayici enzimi olan glutamat sistein ligaz ekspresyonunu
etkilemesidir. Cinko, glutatyon ile direkt ya da glutatyon peroksidaz kofaktorii olarak
indirekt yoldan serbest radikalleri notralize eder (39, 40, 155). Cinko, normal fizyolojik
sartlarda metallotiyonine baglanarak metallotiyonin indiikleyicisi olarak davranir.
Oksidatif stres altinda, mikrobesinler metallotiyonin kompleksinden salinir ve
antioksidan etki olugturmak icin hiicrelere yeniden dagitilir. Metallotiyonin ¢inko, bakir,
krom, kadmiyum ve civa gibi metal iyonlarmi baglayarak metal iyonlarinin
toksisitesinin olusturdugu oksidatif strese karsi hiicrenin korunmasinda etkilidir. Metal
duyarl transkripsiyon faktorii-1 (MTF-1), metal homeostaz1 ve oksidatif strese verilen
hiicresel cevaplarda onemli rol oynar. MTF-1 ¢inko bagimli bir transkripsiyon
faktoriidiir, ¢inko konsantrasyonu arttigt zaman metallotiyonin ve ¢inko transporter-1
(ZnT-1) geninin ekspresyonunu uyarir. ZnT-1, hiicre membrani {izerinde bulunur ve
hiicrelerden fazla ¢inko akisina izin verir. Bdylece, hiicre icinde ¢inko toksisitesini
engeller. MTF-1, hiicreleri oksidatif strese karsi korur, glutatyon bagimli antioksidan
protein olan selenoprotein geninin (Sepwl) ekspresyonunu aktive eder (39, 40, 154,
155). Cinko, lipid peroksitlerden radikal olusumunu katalizleyen demir ve bakira
yarismali olarak hiicre membranina baglanabilir. Bdylece ¢inko, demir ve bakir iyonlari
ile yer degistirerek, reaktif radikallerin olusumunu engelleyebilir. Cinko, ekstraselliiler
ortamdan hiicre i¢ine Kalsiyum iyonu taginmasini saglayan n-metil-d-aspartat (NMDA)
reseptOril i¢in inhibitdr olarak davranir. Bu fonksiyonu ile ¢inko eksikliginde NMDA
reseptorii aktive olur; intraselliiler kalsiyum konsantrasyonu artar. intraselliiler kalsiyum
konsantrasyonundaki artis, oksidatif strese neden olan serbest radikallerin salinimini
arttirir. Ayrica ¢inko, bir prooksidan enzim olan ve metallotiyonin sentezini indiikleyen
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz (NADPH-Oksidaz) reseptoriinii inhibe
eder. Bunun sonucunda ¢inko eksikliginde, NADPH aktive olur ve reaktif oksijen tiirleri

ve nitrojen tiirleri artig gosterir (Sekil 2.36) (40, 147).
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Sekil 2.36: Antioksidan mekanizmaya ¢inkonun katilimi (40).

GPx; Glutatyon peroksidaz, MT; Metallotiyonin, MTF-1; Metal duyarli transkripsiyon
faktorii-1, NADPH; Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat, NMDAR; N-metil-D-

aspartat reseptorii, SOD; siiperoksit dismutaz enzimi, Zn; Cinko.

Cinko, ¢esitli iyon kanallarinin fonksiyonlarini degistirir ya da onlara yeni

fonksiyonlar kazandirir, hiicre membraninin kararliligini ve biitiinliigiinii korur. Cinko

iyonlari, glutamat, nikotinik asetilkolin, TRPM2, TRPM3 ve TRPM7 kanallarindan

gecebilir. Ayrica TRPM?7 kanallari, ¢inko aracili ndrotoksisitede onemli rol oynar.

Ekstraselliiler ¢cinkonun en yaygin etkisi, kanal aktivitesini gliclendiren veya inhibe eden

allosterik etki ile ger¢eklesir. MHD I-1V, TRPM kanalinin dért homoloji bolgesi, S1-S6

transmembran boliimii, CC tetramerizasyon sarmal-sarmal bolgesi, NUDT9-NUD9

homoloji bolgesi olmak lizere TRPM2 kanalinin dis por alani ile ¢inkonun etkilesimi

Sekil 2.37°de goriilmektedir (39, 83, 154, 156).
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Sekil 2.37: TRPM2 kanalinin dis kanal bolgesindeki rezidiiler ile ¢inkonun etkilesimi
(154).

S5 segmentini baglayan kisa dongii ve kanal heliksi ile iyon secici filtreyi
baglayan uzun dongii ve S6 segmenti, TRP kanalinin yapisal olarak dig bdlgesinin
bilesenidir. hTRPM2 kanalinimn ilgili bolgesi Zn™ ile etkilesebilen histidin, sistein,
lizin, aspartat ve glutamat gibi 20 rezidi igerir. Zn™, TRPM2 kanalinin zayif kanal
alanindaki por bolgesi ile etkileserek kanalin inaktivasyonunu indiikler (39, 40, 83, 157,
158).

Sekil 2.38°de A, B ve C ¢inko parmak motifinin yapisal degisimini
gostermektedir. Acik mavi renkler ¢inko atomunu, koyu mavi renkler koordinasyon
derecesindeki imidozal nitrojeni, kirmizilar oksijeni, sarilar ¢inko ile etkilesen siilfiir
atomunu gostermektedir. D ve E de verilen koordinasyon baglarinin uzunlugu, atom
baglanma uzunluklari A ve B’ye uygulandiginda C’deki gibi yapisal degisiklik
olmaktadir (39, 148, 159, 160).
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Sekil 2.38: Cinko igeren proteinler ve metal koordinasyon geometrilerinin temsili
degisimi (39).

Cinko eksikliginde ¢inkonun yapisina katildigi enzimlerin fonksiyonlar1 azalir,
hiicre replikasyonu yavaslar, biiylime, gelisme gibi metabolik islevler azalir. Ayrica
biiylime geriligi, dermatit, istahsizlik, yara iyilesmesinde gecikme, erkeklerde
hipogonadizm, mental letarji, karanliga uyumda anormallik ve bagisiklik sisteminde
zayiflama goriliir (28, 157, 158).

2.3.3.2. Selenyum
1817°de siilfiirik asit lretiminde calisan iscilerde toksik bir madde olarak
kesfedilen selenyum (Se) dogada saf, inorganik (sodyum selenit, sodyum selenat) ve

organik (selenometiyonin, selenosistein) bilesikler seklinde bulunur (45, 46).

1957°de yapilan bir ¢alismada selenyumun E vitamini (o-tokoferol) eksikligi
olan siganlarda karaciger nekrozuna karsi koruyucu etkisinin oldugu tespit edildikten
sonra; Se biiylime, gelisme ve homeostatik dengenin siirdiiriilmesinde gerekli esansiyel

bir element olarak tanimlanmustir (28, 45).

Diyetle alinan selenyumun % 50’ sinin et ve baliktan, % 30- 60’1nn tahillardan
geldigi, i¢me suyundaki selenyum katkisinin diisik oldugu bildirilmektedir.
Yetigkinlerde tavsiye edilen tiiketimi 55 pg/giin olarak belirtilmesine ragmen, 100-200
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pg/giin tiiketim olmasi koruyucu etki olustururken, 400 pg/giin {izerinde selenyum
tilketiminin toksik etki olusturdugu belirtilmektedir. Diyet disinda solunum ve deri yolu
ile de kiigiik miktarda da olsa viicuda girebilen selenyum bobrek korteksi basta olmak
tizere, karaciger, pankreas ve hipofiz bezinde birikir (41, 45, 159, 160).

Viicuda alinan selenyumun % 38-85’1 barsaklarda emilirken, viicuttan atimi %
90’1 idrarla % 10’u da digk: ile gergeklesmektedir. Vitamin A, E ve C, protein ve
metiyonin fazlaligi selenyum emilimini ve kullanimin arttirirken; B2 ve B6 vitamini,
protein ve metiyonin yetersizligi, civa, giimiis, kursun, kadmiyum ve arsenik gibi agir
metaller, merkapton ve siilfiir fazlaligi selenyum emilimini azaltmaktadir (41, 46, 159).

Yenidogan plazma selenyum seviyesi 40-100 ng/ml iken, 10 yas bireylerde
yetiskin donemin % 90’ma ulasir ve yetiskinlerde 50-150 ng/ml arasinda degisim
gostermektedir (45, 159, 160, 161).

Inorganik formdaki selenit ve selenat in vivo olarak organik yapidaki
selenosisteine formuna doniisiir. Diyetle alinan organik formdaki selenometiyonin
(SeMet), metiyonin ile yarismali olarak metiyonin i¢eren proteinlerde depolanir ya da
transsiilfiirasyon ile selenosistein (SeCys) cevrilir. Selenosistein katabolizma sonucunda
hidrojen selenide (H2Se) ¢evrilerek, dimetil selenid ((CHs)2SeH) formunda solunum ile
ya da trimetilselenonyum ((CH3)3SeH™) iyonu olarak idrarla atilir (Sekil 2.39) (41, 42,
45, 46).
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Sekil 2.39: Selenyum metabolizmasi (159).

H.Se: Hidrojen selenid, CH3SeH: Metil selenid, (CHz).SeH: Dimetil selenid,
CHz3)3SeH*: trimetilselenonyum iyonu, GS-Se-SG: Selenodiglutatyon,
GS-SeH: Glutatyon selenid

Yapisinda selenosistein aminoasidi bulunan selenyum, selenoproteinler araciligi
ile biyolojik etki gosterir. Biyolojik pH’da anyonik halde bulunan selenosistein bu
ozelligi ile elektron aligverisi yaparak redoks reaksiyonlarinin ger¢ceklesmesini saglar.
Se, selenyum bagimli GSH-Px, iyodotironin deiyodinaz ve tiyoredoksin rediiktaz
(TrxR) gibi selenoproteinlerin yapisina katilir (28, 42, 46, 161). Bu selenoproteinlerden
GSH-Px, E vitamini ile uyumlu ¢alisan enzimatik bir antioksidandir ve reaktif oksijen
tiirlerinin yol agtig1 oksidatif hasara kars1 lipidleri, hiicre igindeki makromolekiilleri ve
hiicre membranini korur. TrXR selenoproteini ise, tiyol bagimli redoks mekanizmasini

igeren hiicresel siireglerde kritik 6nem tasir (41, 44, 45, 160).
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Pek cok enzimin yapisinda katalitik rol oynayan selenyumun eksikligi, bu
enzimlerin fonksiyonlarinda azalma sonucunda antioksidan savunma, redoks

reglilasyonu ve enerji tiretiminde bozulmalar goriilebilir (43, 44, 45, 46).

2.3.3.1. Glutatyon
Glutatyon (GSH), organizmada tiyol grubu igeren, enzimatik reaksiyonlar
aracilig1 ve serbest radikalleri temizleme 6zelligi ile onemli tripeptit bir antioksidandir.
Suda ¢oziinebilen glutatyon pekcok hiicrede yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve
hiicre membranini lipid peroksidasyonuna karsi korur. Hiicrede indirgenmis formda
bulunan glutatyon, GSH-Px tarafindan okside hali olan GSSH ‘ye yiikseltgenir (47,
162).

H,0, + 2GSH —"» ,GSSH + 2H,0

Glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz katalizasyonu ile olusan okside
glutatyonun indirgenmesini katalizler. Glutatyonun, GSH-Px ve GSH-Rx ile indirgenme

ve yiikseltgenme reaksiyonlart NADPH bagimli olarak gergeklesir (163, 164).

GSSG + NADPH + H*—2H=% 3 9GSH + NADP*

GSH, hiicre igindeki tekli oksijen (*O), siiperoksit (‘Oz-) ve hidroksi (‘OH)
radikalleri gibi bir¢ok zararli serbest radikale karsi enzim katalizi olmadan reaksiyona
girebilir. Glutatyonun, DNA ve protein sentezi, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi,
hiicre i¢i ve dis1 transportlar gibi hiicresel fonksiyonlar: disinda antioksidan olarak hiicre
savunmasinda da énemli rolii vardir. Indirgenmis glutatyon igerdigi tiyol grubu aracilig
ile hiicre icinde redoks potansiyeli yliksek bir ortam saglayarak, hiicreyir oksidatif
hasarlara karsi korur. Glutatyon peroksidazin kofaktorliigiinii yaparak, hidrojen
peroksidi metabolize eder. Ayrica, 6nemli bir antioksidan olan glutatyon hiicre iginde
protein, sistein ve koenzim-A gibi molekiillerin tiyol gruplarmm ve askorbat, o-
tokoferol gibi molekiillerin korunmasinda rol alir (47, 162, 164).
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2.4. HIPOKSI VE HIPERKAPNI

Solunum solunum merkezi, solunum merkezindeki kimoduyar hiicreler ve
periferal kimoreseptorler araciligi ile diizenlenir. Bu diizenleme, dolasimdaki parsiyel
oksijen basici (PO2) ve parsiyel karbondioksit basinci (PCO2) seviyesi ile hidrojen
iyonlar1 (H") konsantrasyonunun degisiminin noronal ag sistemi ile beyne iletilmesi ve
feed-back mekanizmasi ile kontrol edilmesi sonucunda gerceklesir. Solunumda
akcigerin temel islevi, pulmoner kapillerdeki kan ile alveoldeki hava arasinda gaz (O,
CO2) degisimini gerceklestirmektir. Bu olay, ortamdaki gazlarin parsiyel basinglarina
gore diffiizyonla olmaktadir. Boylece, arter kanindaki gaz basinglar1 sabit kalmakta;
deniz seviyesinde ve dinlenme durumunda yapilan solunum sirasinda; PO, 80-100

mmHg, arteriyel PCO2 35-45 mmHg arasinda dengede tutulmaktadir (22, 165-167).

2.4.1. Hipoksi

Canliligin devam etmesi icin yeterli oranda besin maddeleri ile beraber su ve
oksijenin de viicuda alinmasi1 gerekmektedir. Organizma, besinleri ve suyu depolayip
belirli bir siire a¢ ve susuz Kalarak canliligini siirdiirebilir. Viicutta depolanmayan ve
stirekli dig ortamdan alinarak doku ve organlara taginmasi gereken oksijen, canlilarin
varhgm stirdiirebilmesi igin esansiyel bir elementtir. Oksijen, hiicresel fonksiyonlar
icin gerekli enerji kaynagi olan adenozin trifosfatin (ATP) ftiretildigi, aerobik glikoz
sisteminin son elektron alicisidir (13, 15, 165, 168). Fizyolojik pH ve 37°C viicut
sicakliginda arteriyel kanda PO, 80-100 mmHg arasinda bulunur. Egzersiz sirasinda
bile dengede kalan PO2, 2500-3000 m yiikseklige ¢ikildigi zaman fizyolojik degerinin
altina diigmektedir. PO, degerinin azalmasina bagl olarak, kronik obstriiktif akciger
hastalig1, konjestif kalp yetmezligi gibi ¢esitli kardiyorespiratuvar hastaliklar ortaya
cikmaktadir. Ayrica, PO seviyesinin fizyolojik degerinin altina diismesi, yetiskin
bireylerin % 25’ini etkileyen obstriiktif uyku apnesi, pulmoner hipertansiyon,
ventrikiiler hipertrofi ve kardiyorespiratuvar hastaliklarin tetikleyebilecegi alzheimer

gibi norolojik hastaliklara neden olabilmektedir (19, 52, 166).

Oksijen homeostazinin korunmasi1 ve bu dengenin siirdiiriilmesi hormonal,
otokrin ve ndronal mekanizmalar aracilig1 ile gerceklesir. Bu mekanizmalarda ortaya
cikacak olan herhangi bir dengesizlik sonucu oksijen seviyesinin diismesi, hiicrelerin
islevlerini yerine getirememesine, cevreleriyle iliskilerinin bozulmasina ve dokularda

hasar olusmasina neden olur (15, 17, 18). Oksijen konsantrasyonunun azaldigi durumda;
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organ, doku ve hiicrelerin fonksiyonlarimin bozuldugu durumlar hipoksik kosullar
olarak ifade edilmektedir (13, 166, 168).

Hipoksi, kandaki oksijenin dokulara yetersiz tasinmasini ifade eder. Parsiyel
oksijen basinci normoksik durumun altina diistiiglinde, hiicre metabolizmas1 anaerobik
mekanizmaya ge¢is yapar; glikoz yikimi laktik asit diizeyinde kalir. Bu durumun uzun

stire devam etmesi ise hiicre 6liimiine neden olur (12, 165, 168).

2.4.1.1. Hipoksinin Hiicre Membram ve Oksidatif Denge Uzerine Etkisi

Hipoksi, hiicreler i¢in 6nemli patolojik bir strestir ve hipoksiye maruz kalan
hiicreler, normal fizyolojik islevlerini siirdiiremezler. Bu durumdan en ¢ok etkilenen
hiicresel yapi, enerji iiretimini saglayan mitokondridir (15, 21, 169, 170). Hipoksik
sartlarda, mitokondride iiretilen hiicresel ATP diizeyi azalmakta, biriken adenozin
molekiillerinin  yitkimi artmakta, enerji iretimi ve tiiketimi arasindaki denge
bozulmaktadir. Hipoksi sonucu ATP seviyesinin azalmasi, iyonik dengenin bozulmasi,
asidoz, hiicre membranimin akiskanliginin bozulmasi ve gegirgenliginin artmasi, proteaz
ve fosfolipazlarin aktivasyonu gibi durumlara yol agmaktadir (130, 171-173).

Protein sentezi, hiicre membraninin biitiinligiiniin korunmasi, gegirgenliginin
diizenlenmesi ve Na*, K* ve Ca™ iyonlarinin homeostazisinin siirdiiriilmesi i¢in hayati
onem tastyan ATP molekiiliiniin iretiminin hipoksik durumda azalmasi ile hiicrelerde
geri dontisimsiiz siiregler baslayabilir. Aktif iyon transportunu saglayan Na*/K*-ATPaz
pompasinin iglevinin bozulmasi sonucu, hiicrelere fazla Na® iyonu girisi olurken,
hiicrelerden K* iyonu ¢ikisi artar. Fosfolipidlerin yikiminin artmasi ile hiicre
membraninin Ca*™ iyonlarina gegirgenligi artar ve boylece hiicre iginde Ca™ iyonlar

birikir (Sekil 2.40) (21, 130, 167, 170, 174).
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Sekil 2.40: Epitel hiicrelerin hipoksiye yanit1 (130).

Enerji tretim ve tiiketim metabolizmasi1 bozularak, aerobik metabolizma ile
enerji iiretimi azalir, anaerobik glikoliz baslar. Hiicresel diizeyde glikojen depolar1 hizla
tilkenirken, hiicreici laktik asit birikiminin artisina paralel olarak hiicre sitoplazmasinin
pH’1 diiser (167, 174, 175).

Hipoksi, hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini arttirmaktadir. Oksidatif
mekanizmalarin aktiflesmesi ile birlikte, serbest radikaller radikal olmayan molekiiller
ile tepkimeye girerek zincirleme reaksiyonlara neden olabilmektedir (21, 169, 170,
173). Serbest oksijen radikallerinin iiretimi artarak organizmadaki oksidan/antioksidan
denge bozulur; protein, lipid, karbonhidrat ve niikleik asitler gibi biyomolekiillerin
hasar gdrmesi sonucu apoptoza neden olan onciil apoptotik proteinlerin salinimi artar.
Hiicre membraninin biitiinliigli ve segici gegirgenligi bozulur ve hiicre hasar1 tetiklenmis

olur (Sekil 2.41) (21, 130, 176, 177).



68

Mitokondri hasan
.-"'"-'-_ - = 5‘3

Coklu zincirleme Pro-apoptotik
etlziler proteinlerin salimimi

Mitokondri Hiicresel enzimlerin  Lipid, protein ve
gecirgenligi aktivasyonu DNA hasan

Membran hasan Protem ve DNA
hasan

v . s
Plazma membrami  [jzpzomal membran ' o

Ih 4

Hiicresel Hiicresel Pro-apoptotik
bilezenlerin lkavh hilesenlerin proteinlerin
) . enzimatik alctivasyonu

Sekil 2.41: Hipoksi sonucunda azalan ATP iiretiminin hiicresel diizeyde etkileri (175).

2.4.2. Hiperkapni

Karbondioksit (CO2), polar olmayan kiigiik bir molekiildiir ve atmosferdeki
havanin CO> seviyesi ortalama % 0,04 civarindadir. CO, konsantrasyon gradyani ve
lipid/su bolimiindeki CO2’in davranigina bagh olarak pasif diffiizyonla biyolojik hiicre
membranindan gegebilir (23, 25, 178, 179). CO2 gegirgenligi iizerine kolestroliin etkisi
ve karbondioksidin hiicre membranin1 ge¢cmek i¢in aquaporin ile rhesus protein
kanallarini kullanmasinin kesfi ile bu goriis degismistir. CO», hiicre igerisine girdikten
sonra, ¢ok hizli bir sekilde karbonik anhidraz tarafindan hidrate formu olan karbonik
aside (H2COs)’e doniisiir. Karbonik asit de hidrojen (H*) ve bikarbonat (HCOs3)
iyonlarina ayrisir (23, 180, 181).
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Karbonik anhidraz
CO:z + H20 H2COs3

{Karbonik asit}

H2COs3 H™ + HCO3:

(Karbonik asit) (Bikarbonat iyonuj

Hiicresel enzimler ve kimyasal reaksiyonlar pH degisimine duyarhidir ve
hiicreler intraselliller pH’in siirdiiriilmesi igin hiicre membranindan H* ve HCOz
transportunu saglarlar. Hiicreler, farkli mekanizmalar araciligi ile CO2’e duyarlilik
gosterir ve CO2 konsantrasyonundaki degisiklikler hiicresel fonksiyonlar {izerine etki

eder (23, 24, 25, 178).

Hiperkapni, arteriyel PCO. fizyolojik sinirlarimin  {izerinde olmasi ve
yiikselmeye devam etmesidir. Arteriyel kanda PCO> > 45 mmHg ve PO, < 55 mmHg
olmast hiperkapnik solunum yetmezligi olarak tanimlanir. Hiperkapnik solunum
yetmezligi nedenleri; kronik obstriiktif akciger hastaligi, astim ve obstriiktif uyku
apnesi gibi ventilasyonu saglayan hava yollarinda, gogiis kafesi ve etrafindaki kaslarda,
kaslarin kasilip gevsemesini saglayan solunum merkezinde ve uyarilari kaslara ileten

sinir aginda olusabilecek hastaliklarda ortaya ¢ikabilir (20, 22, 36, 27, 179).

2.4.2.1. Hiperkapninin Hiicre Membram ve Oksidatif Denge Uzerine Etkisi
Oksidatif metabolizmanin ana iiriinii olan CO2, hiicre membranindan serbestge
gecebildigi icin, ekstraselliiler ortamda parsiyel PCO2 artmasi intraselliiler pH’1 (pHi)
diisiirtir. Hiicre i¢indeki karbonik anhidraz fazlaligindan dolayi, hizlica intraselliiler
asidoz meydana gelir. Hiperkapni durumunda degisen intraselliiler pHi’nin erken veya
ge¢ kompansasyon mekanizmalar1 vardir. Intraselliiler pH'in 6.9 - 7.2 araligindaki
degisimleri, hiicresel enerjetigi degistirmezken, asidozda hiicre membraninin yapisal ve

fonksiyonel islevleri olumsuz yonde etkilenir (26, 182, 183).

Hiperkapni durumunda, CO> hiicre iginde H* ve HCOs’a ayristiktan sonra,
HCOs™ konsantrasyonunun artigina paralel olarak ¢oziilebilir formdaki adenil siklazin
(AC) etkisiyle anahtar sinyal molekiil ikinci haberci 3°-5” siklik adenozin monofosfat
(CAMP) iiretimi artar. Kalsiyum kanali aktive olur ve bu kanaldan hiicre igine Ca™

girisi artar (Sekil 2.42) (23, 178, 179, 181).
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Sekil 2.42: CO2 etkisi ile Ca™ kanalinin aktivasyonu (181).

Hiperkapni, H® duyarhh K* akimini inhibe ederek  hiicre membraninin
deporarizasyonu araciligi ile aksiyon potansiyeli desarj frekansinin artisina neden
olmaktadir. Ayrica hiperkapnik durumda, HCOz3™ konsantrasyonunun artis1 ile hiicre igi
Ca™ akimi artmaktadir. Bunun sonucunda, hiperkapnik kosullar aksiyon potansiyeli
desarj frekansinin azalmasina ve hiicresel 6liime sebep olabilmektedir (Sekil 2.43) (181,
183, 184).



Hiperkapni
THco,),
lK‘ kanah
T ac
T Ca—kanah
T [Ca®],
Depolarizasyon /\
n Hiicre
T Kes kanah liinis
L4 L 3
Atesleme Atesleme
frelcans: frelcansy
Sekil 2.43: Hiperkapninin hiicresel etkileri (27).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Caismada Kullamlan Cihazlar
Amplifikator, HEKA EPC-10

Azot tank1 (-196 °C), Lab Systems Taylor-Wharton
Buzdolabi, Argelik

CO3 inkiibatorii, ESCO Cell Culture CO2 Incubator
Deiyonize su cihazi, Niive NS-104

Derin dondurucu (-80 °C), Niive Direct Freeze DF-490
Faraday kafesi

Floresan kaynak, HBO 50

Hassas terazi, Kern PFB

Inkiibator, Niive Cooled Incubator ES-120

Invert floresan mikroskop, Zeiss Axivert 40-CFL
Invert mikroskop, Leitz-Diavert

Kan gazi cihazi, Radiometer ABL-800

Kumanda paneli, Luigs & Neumann SM7

Laminer akim kabini, ESCO Sentinel Gold Microprocessor Control System

Mikroelektrot ¢ekici, Sutter Instruments Flaming/Brown Model P-97

Mikromanipulator, EPC 10-USB Heka

Osmometre, KNAUER K-7400

Otoklav cihazi, Niive Steam A-OT 40L

Otomatik pipetor, Isolab

pH Metre, Hanna Instruments pH211 Microprocessor

Sicaklik kontrol tinitesi, Luigs & Neumann Badcontroller V

Sogutmali satrifiij, Z326 K - Hermle Labortechnic

Spektrofotometre, UV-1800 Shimadzu UV-VIS Spectrophotometer

Su banyosu, Niive BM302

Titresim Onleyici masa
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3.2. Calismada Kullanilan Kitler, Kimyasallar ve Sarf Malzemeler
2 - Aminoetoksi difenolborat (2-APB), Acros
Ampisilin, Sigma

Borasilikat tiipler (1,5 x 0,86 mm), Sutter Instrument
Cinko siilfat, Merck

D - glikoz monohidrat, Merck

Dimetil siilfoksid (DMSO), Wisent

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), Wisent
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), Sigma
Falkon tiip 15 - 50 ml, Nest

Fenilmetanestilfonil florid (PMSF), Sigma

Fetal bovine serum (FBS), Wisent

Fosfat tampon soliisyonu (PBS), Wisent

Glasiyal asetik asit, Sigma

Glutatyon, Sigma

Hepes free asit, MP Biomedicals

Hidrojen peroksit (H202), Merck

Hidroklorik asit (HCI), Raftel

Insiilin enjektorii, Hayat

Kalsiyum Kloriir (CaClz), Riedel-De Haen Ag
Kriyotiip, Nest

L - Glutamik asit, AppliChem

Laktatdehidrogenaz (LDH) assay TOX7, Sigma
Lamel, Heinz Herenz

Lennox L agar, Invitrogen Life Technologies, USA
Luria broth, Invitrogen Life Technologies, USA
Magnezyum Kloriir (MgCl2), Riedel-De Haen Ag
Maxiprep kit, GeneElute Sigma

Maya 6ziitii, Bacto Yeast Extract

Miniprep kiti, Qiagen

N-metil D-glikamin (NMDG), Acros

Osmometre 400 mOsmol/kg kalibrasyon soliisyonu NaCl, Knauer

Osmometre temizleme soliisyonu, Knauer Y1277
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Penisilin-streptomisin antibiyotik soliisyonu, Wisent
Perfectin transfection reagent, Genlantis
pH:7 tampon soliisyonu, Norateks Kimya
pH:9 tampon soliisyonu, Norateks Kimya
Potasyum hidroksit (KOH), Carlo ERba
Potasyum Kloriir (KCI), Sigma

Protease inhibitor coctail, Sigma

Sezyum hidroksit (CsOH), Sigma
Sodyum hidroksit (NaOH), Merck
Sodyum Kloriir, Sigma

Sodyum selenit, Sigma

Steril mikropipet 5ml / 10 ml, Nest

Steril su, Nest

Sterilizasyon filtresi (0,2 um), Nest

T 25/T75 kultur flaski, Nest

Thoma lami1, Heinz Herenz
Tiyobarbitiirik asit (TBA), Sigma
Triklorikasetik asit (TCA), Sigma

Tripan mavisi, Gibco

Tripsin-EDTA, Wisent

Tripton, Bacto - tryptone

Tris baz, Wisent

Tris HCI, Wisent

Triton X-100, Merck
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3.3. Calismada Kullanilan Soliisyonlar

3.3.1. TRPM2 Plazmidinin Cogaltilmasinda (Transformasyon) Kullanmilan
Soliisyonlar

50 X TAE (Tris-asetik asit-EDTA)
= 2429 Tris baz
= 571¢ Glasiyal asetik asit
= 100ml  EDTA (0.5 M)

Distile su ile 1 It’ye tamamland1 ve otoklayv ile sterilize edildi.

Ampisilin Stok
3 g ampisilin sodyum tuzu 30 ml’ye tamamlandi. 0,2 um’lik enjektor filtreden
gecirildi ve 100 g/lt olacak sekilde 1 ml’lik stoklar halinde -20 °C” de saklandi.

LB Siv1 Besiyeri
= 109/t Tripton
= 5g/lt Maya oziitii
= 59/t NaCl

Distile su ile 1 It’ye tamamlandiktan sonra otoklavlanarak +4°C’de saklandi.

LB Agar Besiyeri
= 1g Tripton
= 0,5¢ Maya oziitii
= 1g NaCl
= 15¢g Agar
Distile su ile 100 mI’ye tamamland1 ve otoklavlandi. Uygun 1sida ihtiyag ve amaca gore

antibiyotik eklenerek petrilere dokiildii.
3.3.2. Hiicre Kiiltiiriinde Orneklerin Hazirlanmasinda Kullamilan Soliisyonlar
MDA Olgiimii I¢cin Lizis Tamponu

= 0505 TritonX-100

= 1 mM PMSF

= 10mM  Tris-HCI (pH:7.4)



76

= 1mM EDTA
» Proteaz inhibitor kiti
LDH Olg¢iimii i¢in Lizis Tamponu

= 25ml LDH assay substrat soliisyonu

= 25ml LDH assay kofaktor preperasyonu

= 25ml LDH assay boya soliisyonu
= 10ml LDH assay lizis soliisyonu
= 1IN Hidroklorik asit

Malondialdehit (MDA) Analizinde Kullanilan Soliisyonlar

= %0,75 TBA ¢ozeltisi
= %30 TCA ¢ozeltisi
= 5M HCI

3.4. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Hiicre kiiltiirii deneyleri Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Biyofizik Anabilim Dali’nda bulunan Hiicre Kiiltiir Laboratuvari’nda gergeklestirildi.
Deneylerde kullanilan insan embriyonik bobrek hiicreleri (Human Kidney Embriyonic
Cells-HEK?293 (CRL-1573)) Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonundan (American Type
Culture Collection-ATCC) ticari olarak temin edildi (Sekil 3.1).

ATCC Number: CRL-1573
Designation: 293

Scale Bar = 100um

Low Density Scale Bar=100um  High Density

Sekil 3.1: HEK293 (CRL - 1573) Hiicreleri (185).
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3.4.1. Hiicrelerin Inkiibasyonu, Bakim ve Gozlenmesi

Deneylerde kullanilan insan embriyonik bdbrek hiicreleri (Human Kidney
Embriyonic Cells-HEK293 (CRL-1573)) Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonundan
(American Type Culture Collection-ATCC) soguk zincir ile teslim alindiktan sonra

deneysel islemler yapilana kadar siv1 azot tankinda (-196°C) sakland.

Deneylere baslamadan 6nce hiicre kiiltiir odasinda ve laminar akim kabininde
ESCO Infinity Class Il (ESCO Sentinel Gold Microprocessor Control System, USA)
(Sekil 3.2) bulunan ultraviyole (UV) lambalar kullanilarak, calisma ortaminin
sterilizasyonu saglandi. Laminar akim kabininin ¢aligma alani, laboratuvarin tiim yiizey

alan1 ve deneylerde kullanilacak olan tiim malzemeler % 70’lik etil alkol ile sterilize
edildi.

Sekil 3.2: Laminar akim kabini (ESCO Sentinel Gold Microprocessor Control System,
USA).

CO: inkiibatoriiniin (ESCO Cell Culture CO2 Incubator) (Sekil 3.3A) steril
kosullara gelmesi icin c¢alisma Oncesinde 400 ml distile su kullanilarak
dekontaminasyon islemi gerceklestirildi. Dekontaminasyon sonrast CO: inkiibatorii
hiicrelerin yasayabilecegi 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli hava olan kiiltiir
ortami kosuluna ayarlandi. Caligmada kullanilacak olan sarf malzemeler ve biitiin

materyaller otoklav cihazi (Niive Steam A-OT 40L) (Sekil 3.4) ile otoklavlandiktan
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sonra 37°C’deki sogutmali inkiibatore (Niive ES-120, Cooled Incubator) (Sekil 3.3B)
konuldu.

B

Sekil 3.3: A. CO; Inkiibatorii (ESCO Cell Culture CO; Incubator).
B. Inkiibator (Niive Cooled Incubator, ES120).

Sekil 3.4: Otoklav cihazi (Niive Steam A - OT).
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Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilacak olan tiim sollisyonlar hazirlandiktan
sonra sterilizasyon i¢in sterilizasyon filtrelerinden gecirildi ve otoklavlanarak uygun

kosullarda saklandi.

3.4.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilacak Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilacak olan 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumunun (FBS)
hazirlanmasi i¢in -20°C’de bulunan FBS, inaktivasyon islemi i¢in 55°C’de su
banyosunda (Niive BM302) (Sekil 3.5) 30 dk bekletildi ve sonrasinda 15 ml ve 50 ml
falkon tiiplere alinarak deneylerde kullanilana kadar tekrar -20°C’de derin dondurucuya
konuldu. Standart kiiltiir besiyeri, cDMEM (complet-komplet DMEM) hazirlanmasi
icin +4°C’de bulunan Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) soliisyonu ve
inaktive FBS 37°C’ye ayarlanmig etiive alindi ve sicakligi 37°C’ye ulasincaya kadar
beklendi. % 89 DMEM, % 10 1s1 ile inaktive edilmis FBS ve % 1 Penisilin-streptomisin
antibiyotik soliisyonu kullanilarak steril kosullarda kiiltiir besiyeri-cCDMEM hazirlandi.
Hiicre pasajlama, dondurma ve dondurulmus hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi gibi deneysel

islemlerde standart kiiltiir besiyeri kullanildi.

Sekil 3.5: Su banyosu (Niive BM302).

3.4.2. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

-196°C sivi azot tankindaki HEK293 hiicreleri deneylerde kullanilmak tizere

uygun steril kosullarda hizli bir sekilde ¢ozdiirtildii. Bunun igin hiicrelerin saklandigi
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kriyo tiipler orjin noktasindan tutularak 37°C’deki su banyosunda 2 dk bekletildi ve
hiicrelerin ¢ozlinmeleri saglandi. Cozdiiriilen hiicrelerin bulundugu kriyo tiipler % 70
etil alkol ile sterilize edildikten sonra laminar akim kabinine alindi. -20°C’de bulunan
kiiltiir besiyeri, inaktive FBS 37°C’ye ayarlanmis etiive alind1 ve sicakliklar1 37°C’ye
ulagincaya kadar beklendi. Kullanilacak olan soliisyonlarin bulundugu siseler ve kriyo
tipler % 70’lik alkol ile silinerek laminar akim kabinine alindi. 15 ml falkon tiip
icerisine 8-10 ml kiiltiir besiyeri konuldu ve iizerine kriyo tiipteki hiicre slispansiyonu
direkt aktarilarak hafifce c¢alkalandi. 1000 rpm’de (revolutions per minute) 5 dk
sogutmali satriflij cihazi (Z326 K - Hermle Labortechnik) (Sekil 3.6) ile santrifiij
edildikten sonra siipernatant atik kutusuna dokiildii. Hiicre peleti lizerine 5 ml kiiltiir
besiyeri konularak 25-30 kez pipetaj yapildi. 25 cm? alana sahip T25 kiiltiir flaski
tizerine hiicre bilgileri yazildiktan sonra igerisine sirasiyla 8-10 ml kiiltir besiyeri ve
istenen oranda hiicre siispansiyonundan konuldu. Hiicreler invert mikroskop (Leitz
Diavert) (Sekil 3.7) ile gozlemlendikten sonra canliliklarini siirdiirmeleri i¢in CO2

inkiibatoriine yerlestirildi.

Sekil 3.6: Sogutmali santrifiij (Z326K - Hermle Labortechnik).

Hiicreler her giin mikroskopta gozlemlenerek; besiyerinin rengi, bulanikligi
diizenli olarak kontrol edildi. Besiyer rengi sari ise asiditeyi, mor ise alkaliligi isaret
etmektedir. Besiyerin ¢ok bazik ya da asidik olmasi ortamin kontaminasyonunu, fazla

tireme olmus kiiltiirii ve 6lmiis hiicreleri gosterir. Besiyerde bulutsu bir goriiniim varsa,
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kontaminasyonu veya kiiltiiriin fazla tiremis oldugunu isaret eder. Bu gibi durumlari
degerlendirmek icin; inkiibatorden alinan 25 cm?lik zemine sahip kiiltiir flasklarinda
bulunan hiicreler kontrol edildi. Saglikli hiicreler eger yeterli yogunlukta ise (en az %

80) deneylerde kullanilmak {izere laminar akim kabinine alindi.

Sekil 3.7: Invert mikroskop (Leitz Diavert).

3.4.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

-20°C’de bulunan kiiltiir besiyeri, inaktive FBS ve Tripsin-EDTA soliisyonlari
37°C’ye ayarlanmis etiive alindi ve sicakliklar1 37°C’ye ulasincaya kadar beklendi.
Fosfat tampon soliisyonu (PBS) ve bahsedilen soliisyonlarin bulundugu siseler % 70°lik
alkol ile silinerek laminar akim kabininde bekletildi. CO2 inkiibatdriinden alinan
hiicreler mikroskopta gozlemlendikten sonra yeterli yogunluga ulasmigsa (% 80) flask
% 70’lik alkol ile sterilize edilerek laminar akim kabinine alindi. Adherent HEK293
hiicreleri kiiltiir flasklarinin tabanina yapisma 6zelligi gosterdigi i¢in, hiicreler tizerinde
bulunan kiiltiir besiyeri otomatik pipetor ile aspire edilerek laminar akim kabininde
bulunan atik kutusuna atildi. Hiicrelerin yikanmasi amaci ile flaskta bulunan hiicreler
tizerine 3 ml 1xPBS soliisyonu eklenerek 3-5 dk bekletildi ve sonra tekrar iizerindeki
soliisyon steril otomatik pipetor ile aspire edildi. Hiicrelerin flask yiizeyinden
kaldirilmasi i¢in 3 ml % 0,25°lik Tripsin - EDTA soliisyonu hiicrelerin iizerine eklendi

ve flask 5-10 dk CO; inkiibatériinde inkiibe edildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari
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invert mikroskop ile kontrol edildikten sonra tekrar laminar akim kabinine alindi.
Tripsinin aktivitesini sonlandirmak igin Tripsin-EDTA + hiicre bulunan flask tizerine 5
ml kiiltiir besiyeri konularak 25-30 kez pipetaj yapildi ve hiicrelerin birbirinden tam
olarak ayrilmasi saglandi. Flasktaki soliisyon 15 ml’lik dibi konik falkon tiipe
aktarilarak 37°C’de 1000 rpm’de 5 dk sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi siipernatant aspire edilerek hiicre peleti tizerine 5 ml kiiltiir besiyeri konuldu ve
tekrar 25-30 kez pipetaj yapildi. Steril bir flask alinarak 8-10 ml kiiltiir besiyeri konulup
lizerine hiicre siispansiyonundan istenilen miktarda (1x10° hiicre/ml) hiicre 25 cm?’lik
steril kiltiir flasklarina ekildi. Hiicrelerin homojen olarak yayilmasi igin kiiltiir flaski
saga-sola ve One arkaya dogru yavasga hareket ettirildi. Hiicrelerin son goriiniimii
mikroskopta tekrar gozlemlendikten sonra deneylerde kullanilmak iizere CO:

inkibatoriine konuldu.

3.4.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin pasaji yapilirken santrifiij sonrasi hiicre peleti tizerine 5 ml kiiltiir
besiyeri konuldu ve 25-30 kez pipetaj yapilarak hiicre + kiiltiir besiyeri soliisyonu elde
edilmis oldu. Bu asamada buz kalibi, 2 ml Kriyo tiip, dimetilsiilfoksid (DMSO) ve 37
°C’de bulunan inaktive FBS, % 70’lik alkol ile silindikten sonra laminar akim kabinine
alindi. Kriyo tiipler iizerine hiicre pasaj sayisi, tarihi ve hiicre tiirii gibi hiicre ile ilgili
bilgiler yazildiktan sonra buz kalibinin iizerinde sirasiyla 1400 pl hiicre + kiiltiir
besiyeri, 400 pl inaktive FBS ve son asamada 200 ul DMSO konularak kriyo tiipiin
kapag1 sikica kapatildi. Hiicreler buz kalibi ile -20°C’ye konuldu ve burada 1-2 saat
bekletildikten sonra -80°C’ye aktarildi. Hiicreler -80°C’de 12 saat bekletildikten sonra

s1vi azot tankina (-196°C) konularak deneylerde kullanilana kadar burada saklandi.

3.4.5. Hiicre Sayisimin ve Canlih@inin Belirlenmesi

CO:2 inkiibatoriinde bulunan HEK293 hiicreleri steril kosullarda laminar akim
kabinine alindi. Hiicreler tizerindeki besiyer, atik kutusuna dokiildiikten sonra flaska
Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek tutunduklart zeminden kaldirildi. Hiicreler {izerine
kiiltiir besiyeri eklenerek pipetaj yapildi ve karisim 15 ml’lik falkon tiiplere aktarilip
2500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi hiicre peleti lizerinde kalan sivi
aspire edildi. Hiicre peleti {izerine, kiiltiir besiyeri konularak hiicre slispansiyonu haline
getirildi ve buradan alinan hiicreler 1/1 oraninda % 0,4’liik tripan mavisi boya ile

boyandi. Hiicre sayim asamasina gegmeden Once thoma lami ve {izerine konulacak olan
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lamel, % 70 etil alkol ile silindi. Otomatik pipetdr yardimi ile tripan mavisi ve hiicre
karisimindan alinan 6rnegin lam-lamel arasina dikkatlice yayilmasi saglandi.

Thoma lami1, mikroskopla bakildig1 zaman 16 biiyiik kare ve her karenin iginde
25 adet kiiciik kare olmak iizere toplamda 16 x 25 = 400 adet kiiciik kareden
olusmaktadir (Sekil 3.8). Thoma lamu ile hiicre sayiminin temeli, mikroskop yardima ile
0,1 mm? hacimde sayim yapilarak, matematiksel islem ile 6rnegin 1 ml’sinde bulunan
hiicre sayisini belirlemektir. Hiicre sayimi1 yapilirken, genellikle bliyiik karelerin tiimii
dikkate alinmaz ve sadece capraz 8 biiyiik karede hiicre sayim igslemi yapilir. Sayimlarin
ortalamasi alinir ve toplamda lam iizerinde 16 kare oldugu i¢in elde edilen sonug 2 ile
carpilip 0,1 mm?® hacmindeki hiicre sayis1 bulunur. Thoma lammin kiigiik karelerinin {ist
ve sag tarafinda bulunan kare cizgileri iizerindeki hiicreler sayima alinirken, kiiciik

karelerin alt ve sol tarafinda bulunan kare ¢izgileri iizerindeki hiicreler sayima alinmaz
(186, 187).

Sekil 3.8: Thoma lamu ile hiicrelerin sayilmasi (186, 187).

Mikroskopta gbzlemlenen hiicreler 16 biiyiik kare iginde sayilir ve buradaki
toplam hiicre sayisi N olarak ifade edilir (186, 187).

Hiicre sayisuml = N x 10* x seyreltme faktorii

Toplam hiicre sayist = (Hiicre sayist | ml) x toplam hacim
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Tripan mavisi ile boyama sonucunda, boya membran biitiinliigli bozulmus
hiicrelerde birikir. Bu nedenle, hiicre sayimi yapilirken tripan mavisi ile boyanmayan
hiicreler canli, boyal1 hiicreler ise 6lii olarak kabul edildi. Buna bagli olarak hiicre

canlilig1 asagidaki sekilde hesaplandi:

Hiicre canliligi (%) = (Canli hiicre sayist / Toplam hiicre sayist) X 100

3.5. TRPM2 Plazmidinin Cogaltilmasi (Transformasyon)

3.5.1. LB ve LB Agar Besiyeri Hazirlanmasi

LB hazirlanirken her 100 ml igin 2,5 g Luria Broth (Invitrogen Life
Technologies, USA) ve LB Agar hazirlanirken her 100 ml i¢in 3,2 g Lennox L Agar
(Invitrogen Life Technologies, USA) kullanildi. Otoklav ile sterilize edilmis su ile
istenilen miktara tamamladi. Otoklavlama sonrasi yaklasik 50°C sicakhiga diistiigiinde
her 1 ml i¢in 1 pl ampisilin eklendi.

Ampisilin eklenen LB agar alev yaninda plate’lere dokiildii. 15 dakika boyunca,
plate’lerin i¢inde halen sivi halde bulunan agarlarin kurumalar1 beklendi. Kuruduktan

sonra kapaklari kapatilarak, ters bir sekilde +4°C’ye konuldu.

3.5.2. Kompetan Hiicrelere Plazmid Transformasyonu

TRPM2 genini ifade eden pcDNA3-IRES-EGFP-TRPM2 plazmidi Siileyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’ndan temin edilerek,
Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Genetik Anabilim
Dali Laboratuvari’nda cogaltildi. Bakteriyel transformasyonda, 6nceden hazirlanmig
kompetan hiicreler olan E.coli DH5a kullanildi. Plazmidler kompetan hiicrelere 1s1 soku
yontemi ile transforme edildi. Bunun i¢in kompetan hiicreler -80°C’den alinarak buz
tizerinde erimeye birakildi. Plazmidler (1 pl) kompetan hiicreler (100 pl) karistirilarak
30 dakika buz tizerinde tutuldu. Daha sonra hiicreler 30 saniye 42°C’de bekletildi ve 60
dakika boyunca ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildiktan sonra alevin yaninda

ampisilinli agar plate’lere yayma (spreading) yontemi ile cam baget kullanilarak ekildi.
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3.5.3. Plazmid izolasyonu

Transformasyon sonucu tiremenin gozlemlendigi petrilerden, istenilen plazmidi
igeren dogru koloninin belirlenmesi i¢in 6 farkli koloni segilerek 100 ng/ul Ampisilin
iceren 2 ml’lik LB besiyerine konuldu ve gece boyu 37°C ¢alkalamali inkiibatérde
inkiibe edildi. Ertesi sabah Qiagen Miniprep Kiti ile kit protokoliine uygun olarak her
bir koloniden plazmid izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen plazmidler % 1’lik

agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek kalite kontrolleri gergeklestirildi (Sekil 3.9).

Sekil 3.9: Mini kiiltiir sonrasi izole edilen 6 koloninin agaroz jel elektroforezindeki

goruntusu.

Dogru koloni belirlendikten sonra daha yiiksek miktarda plazmid eldesi
amaciyla mini kiiltiirden 1 ml alinarak gece boyu 200 ml antibiyotikli s1vi besiyerinde
maksi kiiltiire birakildi. Ertesi sabah 200 ml maksi kiiltiirden Maxi Prep Kit (GeneElute,
Sigma) ile tretici firmanin tavsiye ettigi sekilde plazmid izolasyonu gerceklestirildi.

Sonugta 1 ng/ml konsantrasyonda plazmid elde edilmis oldu.

3.6. HEK293 Hiicrelerinde TRPM2 Kanal Proteini Ekspresyonu (Transfeksiyon)
Transfeksiyon islemi bir genin plazmid araciligi ile baska bir hiicrenin
¢ekirdegine tasinip DNA'sina yerlestirilmesi ve bu hiicreden istenilen proteinin eksprese
edilmesidir. HEK293 hiicrelerinde TRPM2 kanallarina sahip hiicrelerin tespit edilmesi
icin transfeksiyon isleminin yapilmas: gerekmektedir. Bu c¢alismada transfeksiyon

islemi, Perfectin Transfeksiyon kitinde belirtilen yonteme gore yapildi (Sekil 3.10).
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DNA diliient ile

Hidratasyon buffer ile DNA diliisyonu

coziinmiis Perfectin lipidi

wow  Perfectin ajam ile
DNA soliisyonu
karisim (5-10 dk)

Transfeksiyon

Sekil 3.10: HEK293 hiicrelerine TRPM2 transfeksiyonu (188).

Boylece HEK293 hiicrelerinde, yapisinda TRPM2 sekansi bulunduran yesil
floresan protein (pcdGFP) transfeksiyonu yapilmis oldu. Transfeksiyon isleminden 24-
48 saat sonra floresan mikroskop ile hiicreler kontrol edildi. TRPM2 kanalina sahip
hiicreler floresan 151k altinda yesil renkli bir goriintii olusturdu ve deneylerde bu sekilde
transfeksiyon yapilmis hiicreler kullanildi. Hiicrelerin her pasajlanmasinda

transfeksiyon islemi tekrar edildi (Sekil 3.11) (71).

Sekil 3.11: Transfekte HEK293 hiicrelerinin floresan mikroskobunda goriintiisii.
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3.7. HEK293 Hiicrelerine Normoksik, Hipoksik ve Hiperkapnik Gaz Karisim

Uygulanmasi

Tez caligmasinda, 18 farkli deney grubu olusturulan transfekte HEK293
hiicrelerine normoksik, hipoksik ve hiperkapnik olmak tizere 3 farkli gaz karisimi
uygulandi (Sekil 3.(12,13). CO: inkiibatoriinde bulunan hiicreler diizenekte gaz
karistminin  bulundugu tiiplere bagli olan ve valfler ile kontrol edilen boliime
yerlestirildi. Gaz karisimlarinin bulundugu tiiplerin gaz ¢ikis basinci 0,1-0,2 bar olarak
ayarlandi. Gaz karisimlarinin 6rnekten ge¢meden 6nce dengelenmesi ve nemlenmesi
icin 200 ml distile su konulan cam siseden gegirilmesi saglandi. Gaz karisimlar1 30 dk
ve 60 dk olmak iizere iki farkli siirede 25 cm? flasklardaki hiicrelerin bulundugu

ortamdan gegirildi.

Sekil 3.12: Gaz karisimlarinin uygulandigi sistemin sematik gosterimi.
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Sekil 3.13: Gaz karisimlarinin uygulandig: sistem.

Belirtilen siirelerin sonunda insiilin enjektorii ile flasklardan 200 pl 6rnek
alinarak Kan Gaz1 Cihazinda (Radiometer ABL-800) yapilan 06lgiim sonunda
normoksik, hipoksik ve hiperkapnik sartlarin olustugu gozlemlendi (Sekil 3.14).

Sekil 3.14: Kan Gaz1 Cihaz1 (Radiometer ABL-800).
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3.7.1. Deney Gruplarimmin Olusturulmasi

18 farkli deney grubu olusturularak hipoksi ve hiperkapninin HEK293 hiicre
membranlarindaki TRPM2 kanal akitivitesinde meydana getirebilecegi degisiklikler ve
bu degisiklikler lizerine antioksidan (GSH) ve bazi eser elementlerin (Zn ve Se) etkisi
arastirlldi. T75 kiiltiir flasklarinda g¢ogaltilan HEK293 hiicreleri % 80 yogunluga
ulastiktan sonra, Tripsin-EDTA karisimi ile tutunduklari zeminden kaldirildi. Tripan
mavisi boya ile hiicre sayimi islemi yapildi ve deneysel islemlerin uygulanacagi T-25
flasklara 2.10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi gerceklestirildi.
Grup 1 (Normoksi 30 dk; n=6): Hiicreler ekildikten sonra 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve
% 97 nemli hava bulunan CO- inkiibatériinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda kiiltiir flaskina % 5 CO2, % 20 O> ve balans N2 olan normoksik gaz karigimi 30
dk uygulandi.
Grup 2 (Normoksi 60 dk; n=6): Hiicreler ekildikten sonra 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve
% 97 nemli hava bulunan CO- inkiibatériinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda kiiltiir flaskina % 5 CO2, % 20 Oz ve balans N2 olan normoksik gaz karigimi 60
dk uygulandi.
Grup 3 (Hipoksi 30 dk; n=6): Hiicreler ekildikten sonra 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve %
97 nemli hava bulunan CO; inkiibatoriinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda Kiiltiir flaskina % 5 O, % 5 CO- ve balans N2 olan hipoksik gaz karisimi 30 dk
uygulandi.
Grup 4 (100 uM Zn + Hipoksi 30 dk; n=6): 100 uM Zn eklenerek hazirlanan kiiltiir
besiyerine ekimi yapilan hiicreler 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli hava bulunan
CO; inkiibatdriinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda kiiltiir flaskina % 5
02, % 5 CO2 ve balans N2 olan hipoksik gaz karigimi 30 dk uygulandi (159).
Grup 5 (150 nM Se + Hipoksi 30 dk; n=6): 150 nM Se eklenerek hazirlanan kiiltiir
besiyerine ekimi yapilan hiicreler 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli hava bulunan
CO; inkiibatdriinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda kiiltiir flaskina % 5
02, % 5 CO2 ve balans N2 olan hipoksik gaz karigimi 30 dk uygulandi (43).
Grup 6 (5 mM GSH + Hipoksi 30 dk; n=6): 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli
hava bulunan CO; inkiibatoriinde standart kiiltiir besiyerinde bulunan hiicreler ekimden
48 saat sonra 5 mM GSH eklenerek hazirlanan kiiltiir besiyerinde 5 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kiiltiir flaskina % 5 O2, % 5 CO; ve balans N2 olan hipoksik gaz
karisimi 30 dk uygulandi (163).
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Grup 7 (Hipoksi 60 dk; n=6): Hiicreler ekildikten sonra 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve %
97 nemli hava bulunan CO; inkiibatoriinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda kiiltiir flaskina % 5 Oz, % 5 CO; ve balans N2 olan hipoksik gaz karisimi1 60 dk
uygulandi.

Grup 8 (100 uM Zn + Hipoksi 60 dk; n=6): 100 uM Zn eklenerek hazirlanan kiiltiir
besiyerine ekimi yapilan hiicreler 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli hava bulunan
CO: inkiibatoriinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda kiiltiir flaskina % 5
02, % 5 COz ve balans N olan hipoksik gaz karisimi 60 dk uygulandi.

Grup 9 (150 nM Se + Hipoksi 60 dk; n=6): 150 nM Se eklenerek hazirlanan kiiltiir
besiyerine ekimi yapilan hiicreler 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli hava bulunan
CO; inkiibatériinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda kiiltiir flaskina % 5
02, % 5 COz ve balans N2 olan hipoksik gaz karisimi 60 dk uygulandi.

Grup 10 (5 mM GSH + Hipoksi 60 dk; n=6): 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli
hava bulunan CO; inkiibatoriinde standart kiiltiir besiyerinde bulunan hiicreler ekimden
48 saat sonra 5 mM GSH eklenerek hazirlanan kiiltiir besiyerinde 5 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kiiltiir flaskina % 5 O2, % 5 CO2 ve balans Nz olan hipoksik gaz
karisimi 60 dk uyguland.

Grup 11 (Hiperkapni 30 dk; n=6): Hiicreler ekildikten sonra 37°C sicaklik, % 5 CO>
ve % 97 nemli hava bulunan CO; inkiibatdriinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda kiiltiir flaskina % 20 O, % 10 CO: ve balans N2 olan hiperkapnik gaz karigimi
30 dk uygulandu.

Grup 12 (100 uM Zn + Hiperkapni 30 dk; n=6): 100 uM Zn eklenerek hazirlanan
kiiltiir besiyerine ekimi yapilan hiicreler 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli hava
bulunan CO; inkiibatériinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda kiiltiir
flaskina % 20 O2, % 10 CO: ve balans N2 olan hiperkapnik gaz karigimi 30 dk
uygulandi.

Grup 13 (150 nM Se + Hiperkapni 30 dk; n=6): 150 nM Se eklenerek hazirlanan
kiiltiir besiyerine ekimi yapilan hiicreler 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli hava
bulunan CO; inkiibatériinde 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda kiiltiir
flaskina % 20 Oz, % 10 CO2 ve balans N2 olan hiperkapnik gaz karisimi 30 dk
uygulandi.

Grup 14 (5 mM GSH + Hiperkapni 30 dk; n=6): 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97

nemli hava bulunan CO: inkiibatoriinde standart kiiltiir besiyerinde bulunan hiicreler
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ekimden 48 saat sonra 5 mM GSH eklenerek hazirlanan kiiltiir besiyerinde 5 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda kiiltiir flaskina % 20 Oz, % 10 CO; ve balans N olan
hiperkapnik gaz karisimi1 30 dk uygulandi.

Grup 15 (Hiperkapni 60 dk; n=6): Hiicreler ekildikten sonra 37°C sicaklik, % 5 CO-
ve % 97 nemli hava bulunan CO; inkiibatdriinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda kiiltiir flaskina % 20 O, % 10 CO2 ve balans N2 olan hiperkapnik gaz karigimi
60 dk uygulandi.

Grup 16 (100 uM Zn + Hiperkapni 60 dk; n=6): 100 uM Zn eklenerek hazirlanan
kiiltir besiyerine ekimi yapilan hiicreler 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli hava
bulunan CO; inkiibatdriinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda kiiltiir
flaskina % 20 Oz, % 10 CO. ve balans N2 olan hiperkapnik gaz karigimi 60 dk
uygulandi.

Grup 17 (150 nM Se + Hiperkapni 60 dk; n=6): 150 nM Se eklenerek hazirlanan
kiiltiir besiyerine ekimi yapilan hiicreler 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli hava
bulunan CO; inkiibatoriinde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda kiiltiir
flaskina % 20 Oz, % 10 CO. ve balans N2 olan hiperkapnik gaz karigimi 60 dk
uygulandi.

Grup 18 (5 mM GSH + Hiperkapni 60 dk; n=6): 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97
nemli hava bulunan CO> inkiibatoriinde standart kiiltiir besiyerinde bulunan hiicreler
ekimden 48 saat sonra 5 mM GSH eklenerek hazirlanan kiiltiir besiyerinde 5 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda kiiltiir flaskina % 20 O, % 10 CO; ve balans N olan

hiperkapnik gaz karisimi1 60 dk uygulandi.

3.7.2. Hiicre Kiiltiir Ortamlariin POz ve PCO2 Degerlerinin Analizi

Hiicre kiiltiirii deneylerinde kan gazi parametrelerinin (PO2 ve PCO») 6l¢iimii
Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’nda bulunan
Kan Gaz1 Olgiim Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

Deneylerin her asamasinda normoksi, hipoksi ve hiperkapni durumunu
degerlendirmek amaci ile kayit ortamindan insiilin enjektorii ile alinan 200 pl 6rnekte,
kan gazi1 parametreleri (PO2 ve PCO2) Kan Gazlar1 Cihaz1 (Radiometer - ABL 800) ile
olgiildii.
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Normoksik durumun degerlendirilmesi;

37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli hava bulunan CO; inkiibatoriinde 48
saatlik inkiibasyonun sonunda kiiltiir flaskindan % 5 CO2, % 20 O ve balans N2 olan
normoksik gaz karigimi 30 dk ve 60 dk olmak tizere iki farkli siirede gegirildi.
Flasklardan alinan orneklerde Olglim sonucunda PO degeri asagidaki formiil ile

hesaplandi:

PO2 = Karisimdaki O2 yiizdesi x (Acik hava basinci- Su buhari basinci) / 100

Normoksik gaz karisimi: % 20 O2 ve % 5 CO> ve balans N>
Acik hava basinc1 760 mmHg, Su buhar1 basinci = 47 mmHg
PO. = 20 (760-47) / 100 = 142,6 mmHg
PCO, =5 (760-47) / 100 = 35,65 mmHg
Alman 6rneklerde yapilan ol¢iimlerde en az PO, = 142,6 mmHg, PCO; = 35,65 mmHg
gaz basinci elde edildiginde ortamin normoksik olduguna karar verildi.
Hipoksik durumun degerlendirilmesi;
37°C sicaklik, % 5 COz ve % 97 nemli hava bulunan CO; inkiibatoriinde 48
saatlik inkiibasyonun sonunda kiiltiir flaskindan % 5 Oz, % 5 CO2 ve balans N2 olan
hipoksik gaz karisimi 30 dk ve 60 dk olmak {izere iki farkl siirede gecirildi. Flasklardan

alinan orneklerde 6l¢iim sonucunda POz degeri agagidaki formiil ile hesaplandi:

POz = Karisimdaki O2 yiizdesi x (A¢ik hava basinci- Su buhari basiner) / 100

Hipoksik gaz karigimi: % 5 Oz, % 5 CO2 ve balans N2
Acik hava basinct 760 mmHg, Su buhar1 basinc1 =47 mmHg
PO, =5 (760-47) / 100 = 35,65 mmHg
Alinan oOrneklerde yapilan Slgiimlerde en az PO, = 35,65 mmHg gaz basinci elde

edildiginde ortamin hipoksik olduguna karar verildi.
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Hiperkapnik durumun degerlendirilmesi;

37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli hava bulunan CO; inkiibatoriinde 48
saatlik inkiibasyonun sonunda kiiltiir flaskindan % 20 O2, % 10 CO: ve balans N2 olan
hiperkapnik gaz karisimi 30 dk ve 60 dk olmak iizere iki farkli siirede gegirildi.
Flasklardan alinan orneklerde Ol¢iim sonucunda PCO: degeri asagidaki formiil ile

hesaplandi:

PCO2 = Karisimdaki CO2 yiizdesi x (A¢ik hava basinci- Su buhari basiner) / 100

Hiperkapnik gaz karisimi: % 20 Oz ve % 10 CO> ve balans N2
Acik hava basici 760 mmHg, Su buhari basinc1 = 47 mmHg
PCO. =10 (760-47) / 100 = 71,3 mmHg
Alinan orneklerde yapilan 6l¢iimlerde en az PCO, = 71,3 mmHg gaz basinci elde

edildiginde ortamin hiperkapnik olduguna karar verildi.

3.8. Spektrofotometrik Olgiim

Hiicre kiiltiirii deneylerinde spektrofotometrik 6lgiimler Istanbul Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’'nda bulunan Spektrofotemetrik
Olgiim Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Lipid peroksidasyonun belirteglerinden MDA ve hiicre membran hasarini
gosteren LDH parametrelerinin 6l¢timii spektrofotometrede gerceklestirildi.

Spektrofotometrik 6l¢iim, flasklara 1.10%/ml olacak sekilde ekilen hiicrelerde
farklt deney gruplarinin prosediirleri uygulandiktan sonra hazirlanan hiicre lizatlarinda

spektrofotometre cihazi (Shimadzu UV-1800) ile yapildi.

3.8.1. Hiicre Lizatlarimin Hazirlanmasi

1. Farkli deneysel prosediirler uygulanan deney gruplarindaki hiicreler laminar akim
kabinine alind1.

2. Hiicre lizerindeki sivi, atik kabina dokiildii.

3. Hiicreler iizerine 1xPBS eklenerek flask saga-sola, 6ne-arkaya dikkatlice hareket
ettirilerek hiicrelerin yikanmasi saglandi ve st siv1 aspire edildi.

4. Hicrelerin tutunduklart zeminden kaldirilmasi i¢in Tripsin-EDTA eklenerek 5-10
dk hiicreler inkiibe edildi.
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Inkiibasyonun sonunda invert mikroskopta zeminden ayrildiklari gozlemlenen
hiicreler tlizerine standart kiiltiir besiyeri eklenerek 25-30 kez pipetaj yapildi ve
tripsinin aktivitesi sonlandirildi.

Hiicreler tizerindeki total soliisyon 15 ml’lik falkon tiiplere alinarak 2500 rpm’de 5
dk santrifiij edildi ve sonrasinda iist sivilar atik kutusuna dokiildi.

Hiicre peleti lizerine 1XPBS eklenerek tekrar 2500 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi.
Hiicre peleti iizerindeki iist sivilar atildi.

Hiicre peleti tizerine tekrar 1XPBS eklenerek thoma lamui ile hiicre sayimi yapildi.
Her bir deney grubuna 1x10° hiicre olacak sekilde &rnek alindi ve ependorfa
aktarildi.

Ornekler 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve {ist sivilar atilds.

Hiicre peleti tizerine 200 pl lizis tampon eklendi ve hiicrelerin buz tizerinde insiilin
enjektorii kullanilarak ¢ek-birak yontemiyle patlatilmasi saglandi.

Elde edilen hiicre lizatlar1 ependorflara aktarildi ve +4°C’de 10000 rpm’de 60 dk
santrifiijlendi.

Santrifiij isleminin sonunda siipernatantlar alinarak yeni bir ependorfa aktarildi.

Ornekler spektrofotometrik dl¢iim yapilana kadar -80°C’de saklandi.

3.8.2. Lipid Peroksidasyon Analizi

3.8.2.1. Malondialdehit Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonu belirteglerinden MDA 6l¢iimii Buege ve ark.’nin (132)

yontemine gore yapildi. MDA 6l¢timiinde MDA’nin 90-95 °C sicaklikta tiyobarbitiirik

asitle (TBA) reaksiyona girerek kirmizi renk olusturmasina ve olusan rengin 535 nm'de

absorbansinin okunmasina dayanan "Tiyobarbitiirik Asit Metodu" kullanildi.

MDA ol¢iimiinde kullanilacak soliisyonlarin hazirlanmasi;

* % 30’luk TCA : % 99,9 TCA stogundan 30 ml alinip 100 ml’ye distile su ile
tamamlandi.

= 0% 0,75’lik TBA: 0,75 g TBA tartilip 100 ml distile suda ¢ozdiiriildii. Direkt
distile suda ¢oziinmedigi i¢in, 37°C sicak su bulunan beherde karistirilarak
¢Ozildii.

= 5 M HCI: % 37’lik HCI stogundan 42 ml alarak distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi.
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-80°C’de bulunan oOrnekler oda sicaklifinda ¢ozdiriildiikten sonra 250 pl
alinarak vidali kapakli cam tiiplere aktarildi. Ornegin iizerine 1,5 ml TBA eklendi. 1 ml
% 30’luk TCA konuldugunda opak beyaz renk olustu ve proteinlerin ¢oktiigii
gozlemlendi. Uzerine 100 ul 5 M’Iik HCI eklendi.

Tiipler 100°C’de kaynamakta olan suda 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun sonunda tiiplerin sogumast i¢in bekletildi. Orneklerde berrak bir goriintii
elde edilmesi i¢in 3000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Orneklerin absorbans degerleri 535
nm’de sprektrofotometrik olarak okundu. Asagidaki formiil kullanilarak lipid
peroksidasyon degerleri nmol/ml cinsinden hesaplandi. Burada kullanilan 1,56x10° sabit
katsay1, OD; optik dansite olarak ifade edilir.

MDA degeri (nmol /1x10° hiicre) = (OD / 1.56 x 10°) x (Total hacim / Ornek hacmi) x (10°)

3.8.2.2. Laktat dehidrogenaz Olgiimii

LDH enzimi, hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmasiyla ortaya ¢ikan
sitoplazmik bir enzimdir. Kiiltiir besiyerine salinan LDH miktar1, hiicre 6liim oranin
verir. Orneklerdeki LDH aktivitesi, piruvatin laktata doniisiimii sirasinda gergeklesen
NADH oksidasyonunun Olgiimiine dayanan LDH, TOX7 Assay kitinde belirtilen

yonteme gore hiicre lizat1 6rnekleri kullanilarak spektrofotometrede 6l¢iildii.

LDH Lizis Soliisyonu Hazirlanmasi;

1. Inkiibatdrden cikarilan hiicreler deney prosediirleri uygulandiktan sonra laminar
akim kabinine alinarak, LDH Assay Lizis soliisyonu ile (1/10 v/v) 45 dk % 5 CO2
inkiibatoriinde inkiibe edildi.

2. Bu sekilde hazirlanan lizis 6rnekleri 6l¢tim yapilana kadar -80°C’de sakland.

LDH Olciimii;

1. -80°C’de bulunann oOrnekler ¢ozdiiriildikten sonra LDH Assay TOX7 kitinde
belirtilen yonteme gore LDH Assay karisim1 hazirlandi.

2. Analizi yapilacak orneklere belirtilen oranda LDH Assay karigimi eklenerek oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.
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3. Karigim tizerine 1 N HCI (1/10 v/v) eklenerek reaksiyon sonlandirildi.

4. Ornekler 6lciim kiivetlerine konularak spektrofotometrede 490 nm’de ve 690 nm’de
(background) absorbanslar: 6lgiildii.

5. 690 nm’de Olciilen sonuglar1 490 nm’de Slgiilen sonuglardan ¢ikarilarak hesaplama

yapildi ve % LDH degerleri hesaplandi:

A = Asgonm - As9onm

3.9. Patch Clamp Deneyleri
Elektrobiyofiziksel &lgiimler Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Biyofizik Anabilim Dali’nda bulunan Patch Clamp Arastirma Laboratuvari’nda

gerceklestirildi.

3.9.1. Patch Clamp Kayit Sisteminin Calismasi ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Mikroelektrot ¢ekici (Sutter Instrument Company P-97) yardimu ile patch clamp
deneylerinde kullanilacak olan borosilikat cam mikroelektrotlar uygun cap ve direngte
yapildi. Patch Clamp deneylerinde kullanilan soliisyonlarinin pH degerleri; intraselliiler
ortam soliisyonu (pH=7,2), ekstraselliier ortam soliisyonu (pH=7,4), N-metil d-
glikamin (NMDGY) igeren ekstraselliiler ortam soliisyonu (pH=7,4), hidrojen peroksit
(H20.) (pH=7,35) ve 2-aminoetoksi difenolborat (2-APB) soliisyonu (pH=11,90)
olarak hazirland: (Tablo 3.(1-3)).

Coziicii olarak tiim soliisyonlarda distile su kullanildi ve soliisyonlarin
osmolalitesi 310 mosmol/It olacak sekilde ayarlandi. Semi-Micro Osmometre cihazinin,
0 mOsm ve 400 mOsm olmak iizere iki nokta kalibrasyonu gerceklestirildi.
Osmolalitesi Olciilecek olan soliisyonlardan 150 pl 6rnek alinarak Ol¢lim tiiplerine

konuldu ve 6l¢iim yapildi (Sekil 3.15) (189).
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3.9.1.1. intraselliiler ortam soliisyonunun hazirlanmasi

Tablo 3.1°de verilen kimyasallar belirtilen miktarlarda hassas terazi ile tartilarak
distile suda ¢ozdiiriildii. Distile su ile 1000 ml ‘ye tamamlanan soliisyonun pH’1 sezyum
hidroksit (CsOH) ile 7,2’ye ayarlandi. pH Ol¢iimi i¢in pH:7 ve pH:9 tampon
sollisyonlar1 ile pH metre cihazi kalibre edildi ve dl¢iim yapildi (Sekil 3.16). Hazirlanan

soliisyon ependroflara ayrilarak, deneylerde kullanilana kadar -80°C’de saklandi.

Sekil 3.16: pH Metre, Hanna Instruments pH211 Microprocessor.
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Tablo 3.1: Intraselliiler ortam soliisyonu.

Kimyasal Madde Konsantrasyonu (mM)
L-Glutamik Asit 145
NaCl 8
MgCl26H20; 2
CaCl22H20: 0,001
Hepes 10
EGTA 10

3.9.1.2. Ekstraselliiler ortam soliisyonunun hazirlanmasi

Tablo 3.2°de verilen kimyasallar belirtilen miktarlarda hassas terazi ile tartilarak
distile suda ¢ozdirildi. Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanan soliisyonun pH’1
potasyum hidroksit (KOH) kullanilarak 7,4’e ayarlandi. pH 6l¢timii i¢in pH:7 ve pH:9
tampon soliisyonlar1 ile pH metre cihazi kalibre edildi ve 6l¢iim yapildi. Hazirlanan
soliisyon 50 ml falkon tiiplere ayrilarak, deneylerde kullanilana kadar -80°C’de

saklandi.

Tablo 3.2: Ekstraselliiler ortam soliisyonu.

Kimyasal Madde Konsantrasyonu (mM)
NaCl 140
MgCl26H20; 1,2
CaCl22H20: 1,2
KCI 3)
Hepes 10
D-Glikoz.H202 10
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3.9.1.3. N-Metil D-Glikamin (NMDGY) igeren ekstraselliiller ortam soliisyonunun
hazirlanmasi

Tablo 3.3’de verilen kimyasallar belirtilen miktarlarda hassas terazi ile tartilarak
distile suda ¢ozdiiriildii. Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanan soliisyonun pH’1 1 M
hidroklorik asit (HCI) ile 7,4’e ayarlandi. pH Ol¢iimii i¢in pH:7 ve pH:9 tampon
soliisyonlar1 ile pH metre cihazi kalibre edildi ve 6l¢tim yapildi. Hazirlanan soliisyon 50

ml falkon tiiplere ayrilarak, deneylerde kullanilana kadar -80°C’de sakland.

Tablo 3.3: NMDG*’li ekstraselliiler ortam soliisyonu.

Kimyasal Madde Konsantrasyonu (mM)
NMDG 150
MgClI26H20> 1,2
CaCl»2H20- 1,2
Hepes 10
D-Glikoz.H20> 10

3.9.1.4. 2-Aminoetoksi difenilborat (2-APB) soliisyonunun hazirlanmasi

2-APB’nin stok soliisyonundan 22,5 mg tartilarak son konsantrasyonu 100 mM
olacak sekilde 1 ml DMSO igerisinde ¢oOzdiiriildii. Hazirlanan soliisyon 100 adet
ependorfa, her bir ependorfa 10 pl konularak, deneylerde kullanilana kadar -80°C’de
saklandi. Patch clamp deneyleri dncesinde derin dondurucudan ¢ikarilip ¢6zdiiriilen 10

ul stok soliisyonu normal ekstraselliiler ortam soliisyonu iginde ¢6zdiirtildii (190).

3.9.1.5. Hidrojen Peroksit (H202) soliisyonunun hazirlanmasi
% 30’lik H20: stogundan 10,22 ul alinarak 10 ml ekstraselliiler ortam

soliisyonunda ¢ozdiiriiliir ve her kayitta taze hazirlanmasi gerekir.




100

3.9.2. Patch Clamp Deneyleri

Olgiimler, EPC 10 USB (HEKA, Lamprecht, Almanya) yiikselteci kullanilan
Patch Clamp teknigi ile tiim hiicre (whole cell) kayit modu kullanilarak gergeklestirildi
(Sekil 3.(17-18)).

Sekil 3.18: A. Patch Clamp sisteminde hiicre mikroelektrot iliskisi.

B. Mikroelektrot hiicre tizerinde.

Tim kayitlar oda sicakliginda (22-25°C) gergeklestirildi. Tim hiicre akim
kayitlarinda dis ¢ap1 1,5 mm, i¢ ¢apt 0,86 mm ve uzunlugu 10 cm olan borosilikat cam

mikroelektrotlar kullanildi (Sutter Instrument, Novato, ABD). Calismada istenen
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direngte (2-10 MQ) mikroelektrot elde etmek i¢in mikroelektrot ¢ekici kullanilarak cam
mikroelektrotlar hazirlandi (Sutter Instrument, Novato, ABD) (Sekil 3.19).

Sekil 3.19: Mikroelektrot Cekici (Puller)

Mikroelektrot ¢ekici ile istenen ug cap1 ve direngte elde edilen mikroelektrotlar
daha 6nceden hazirlanan intraselliiler ortam soliisyonu ile dolduruldu. Intraselliiler
ortam soliisyonu doldurulurken mikroelektrot igerisinde hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edildi. Ciinkii mikroelektrot icerisinde hava kabarciginin kalmasi, istenmeyen
giiriltiye sebep olur ve hiicre mikrolektrot arasinda siki kenetlenme olusmasini
engeller. Mikroelektrot, dikkatlice mikromanipiilatore takilarak yanlarda bulunan
vidalar ile sikistirildi.

Tiim deney gruplarinda deney prosediirleri uygulandiktan sonra 50 pl 6rnek
aliarak invert mikroskop (Zeiss, Axiovert 40 CFL, Germany) ¢emberinde bulunan
1000 ul ekstraselliiler ortam soliisyonu igerisSine konuldu. HEK293 hiicreleri
ekstraselliiler ortam soliisyonu i¢inde dengelendikten sonra mikroskop ile gézlemlendi.
Istenen hiicre tespit edildikten sonra kontrol paneli kullanilarak mikromanipiilatdr
ucundaki mikroelektrodun ekstraselliiler ortam soliisyonu igine girmesi saglandi.

Mikroelektrot ekstraselliiler ortam soliisyonuna temas ettigi anda Patch Master
yazilim programindan (HEKA, Lamprecht, Almanya) mikroelektrot direnci (Rmembran =
2-10 MQ) kaydedildi ve ekranda kare dalga goriildii (Sekil 3.20).
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Raembna =28 MQ

l Mikroelektrot

ess ortam sivisi

Hiicre 0113

Sekil 3.20: Mikroelektrot ekstraselliiler ortam soliisyonu igindeyken kare dalga

olusumu.

Kontrol paneli yardimi ile mikroskopta gozlemlenerek mikroelektrodun hiicreye
dogru hareket etmesi saglandi. Mikroelektrodun hiicre membranina temas ettigi andaki
Rmembran direng degisimi mikroskop ve yazilim programindan takip edildi. Mikroelektrot
ve hiicre membrani arasinda giga seal adi verilen siki kenetlenme olusturmak amaci ile
sisteme bagli olan basing kontrol sistemi ile dikkatlice negatif basing uygulandi. Sik1
kenetlenme olusumunda Rmembran direncinin 1-10 GQ arasinda oldugu ve kare dalganin

sekil degistirdigi gézlemlendi (Sekil 3.21).

Reetaas = 1-10 GQ

\ [ essortam sis)

Sritame 1 Penchdarier o MO, S-TeReS000

Hﬁ“e o [ T AU Ciier SCOMIIA Taiaadaster \Parcister a0 ®

Sekil 3.21: Giga seal olusumu.
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HEK?293 hiicrelerinin hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamlarda farkli konsantrasyonda
bulunan iyonlarin iyon kanalindan gecisini ifade eden akim degisimlerini kaydetmek
lizere hiicre membran potansiyeli -60 mV degerine kenetlendi. Basing kontrol sistemi
ile negatif basing yapilarak mikroelektrot-hiicre membrani temas bolgesindeki membran
pargasinin koparilmasi saglandi. Boylece tiim hiicre yontemine gegilmis oldu. Tim
hiicre kaydina basladiktan sonra, mikroskop ¢emberinde bulunan hiicrelerin bulundugu
ekstraselliiler ortam soliisyonu peristaltik pompa sistemi ile alinip 10 mM H20 bulunan
ekstraselliiler ortam soliisyonu ile yer degistirildi. TRPM2 kanallar {lizerinde aktivator
ozelligi oldugu bilinen H20: ile HEK293 hiicreleri uyarilarak TRPM2 kanali aktive
edildi. H20> ‘in hiicrelerin bulundugu ortama verilmeye baslandigin1 zaman kaydedildi.
Yazilim programinda H»O; etkisi gozlemlendi; kanalin agilarak negatif yonde akimin
artis gosterdigi degerde plato durumu sabitleninceye kadar beklendi. Akim degeri
dengelendikten sonra, TRPM2 kanali iizerinde inhibitor etkisinin oldugu 6zelligi bilinen
2-APB soliisyonundan 0,1 mM konsantrasyonda bulunan ekstraselliiler ortam
sollisyonu, H20> iceren ekstraselliiler ortam soliisyonunun hiicrelerin bulundugu ortama
verilme yontemine benzer olarak verildi. 2-APB’nin hiicreler iizerinde olusturdugu etki
yazilim programinda goriintilendi ve ayni yontemle NMDG™1i ekstraselliiler ortam
soliisyonu hiicrelerin bulundugu ortama gonderildi. Kanalin kapanarak akimin plato
degerinde sabitlenmesi gézlemlendi. Son olarak hiicrelerin bulundugu ortama tekrar
sirastyla H202, 2-APB ve NMDG™li ekstraselliiler ortam soliisyonlari gonderilerek
kayit islemi sonlandirildu.

Patch Master yazilim programu ile elde edilen sayisal veriler Origin programi
kullanarak degerlendirildi. Deney gruplarina ait akim (I) - zaman (t) ve akim (I) - voltaj
(V) iliskisini gosteren grafikler cizildi. Mikroelektrot ekstraselliiler ortam soliisyonuna
ilk temas ettiginde ekranda goriilen Rmembran diren¢ degeri ve kayit sirasinda iyon
kanalindan gegen maksimum negatif akim degeri kullanilarak herbir deney grubu i¢in
ortalama akim yogunlugu hesaplandi. Grafikler gizilerek, istatistiksel degerlendirme

yapildi.
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3.10. Istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen veriler, IBM SPSS 21 paket programi ile
degerlendirildi. Sonuglar, ortalama + standart sapma [mean =+ standard deviation] olarak
verildi. Verilerin aritmetik ortalama degerleri arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak
karsilastirildi. Gruplarin normal dagilima uyup uymadigi Kolmogorov Smirnov testi ile
yapildi. Veriler normal dagilima uyum sagladigi igin istatistiksel degerlendirme
ANOVA Tamhane‘s T2 testi ile yapildi. Tiim istatistiksel karsilastirmalarda anlamlilik
diizeyi p < 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonundan (American Type Culture Collection-
ATCC) ticari olarak temin edilen insan embriyonik bobrek hiicreleri (Human Kidney
Embriyonic Cells-HEK?293 (CRL-1573)) 37°C sicaklik, % 5 CO2 ve % 97 nemli hava
bulunan CO; inkiibatoriinde 48 saat inkiibe edildi. 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM
GSH ile ayr1 ayr1 inkiibe edilen hiicrelerin bulundugu ortama deney prosediiriinde
belirtildigi gibi, 30 dk ve 60 dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulandi. Kontrol grubu
olarak, 30 dk ve 60 dk normoksik gaz uygulanan gruplar kullanildi. Deney siirelerinin
sonunda biitiin gruplarda PO, ve PCO- degerleri, lipid peroksidasyonun belirteglerinden
MDA ve hiicre membran hasarin1 gosteren LDH degerleri 6l¢iildii. Biitiin gruplarda
transfekte HEK293 hiicrelerinde TRPM2 iyon kanallarindan gecen iyonik akimlarin
kaydedilmesi patch clamp kayit sisteminde tiim hiicre yontemi (THK) ile
gerceklestirildi. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel degerlendirme sonuglari Tablo
4.(1-16) ve Sekil 4.(1-74) *de verildi.

4.1. Hiicre Kiiltiir Ortamlarinin PO2 ve PCO2 Degerleri

HEK293 hiicreleri deney prosediirleri uygulanmadan 6nce 37°C sicaklik, % 5
COz ve % 97 nemli hava bulunan CO; inkiibatoriinde 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kiiltiir flaskindan normoksik, hipoksik ve hiperkapnik gaz
karisimlart 30 dk ve 60 dk olmak iizere iki farkli siirede gegirilerek PO, ve PCO:
degerleri olgiildii. Normoksi, hipoksi ve hiperkapni gruplarinda Kan Gazi Cihazi ile
olgiilen sonuglar Tablo 4.(1,2)’de verildi.
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Tablo 4.1: 30 dk ve 60 dk hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde PO ve PCO>

degerlerinin (M = SD) normoksi grubuna gore degisimleri.

Gruplar PO2 PCO:2
(n=6) (mmHg) (mmHg)
Normoksi 30 dk 145,70 +£ 3,10 36,08 £1,02
Hipoksi 30 dk 40,40 £ 3,40 36,40 + 3,23
100 uM Zn + Hipoksi 30 dk 38,70 £+ 2,05 37,80+ 2,10
150 nM Se + Hipoksi 30 dk 37,40 £ 4,48 39,60 + 1,80
5 mM GSH + Hipoksi 30 dk 40,18 + 3,80 37,15+ 2,80
Normoksi 60 dk 152,6 £ 1,95 38,70+ 2,20
Hipoksi 60 dk 40,40 £ 5,22 36,80 £ 2,70
100 uM Zn + Hipoksi 60 dk 41,50 + 3,04 39,50 + 4,90
150 nM Se + Hipoksi 60 dk 39,50 + 7,40 37,30 £ 6,90
5 mM GSH + Hipoksi 60 dk 39,14 £ 3,60 40,40 £ 1,30

M £ SD; ortalama + standart sapma
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Tablo 4.2: 30 dk ve 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde PO> ve
PCO2 degerlerinin (M + SD) normoksi grubuna gore degisimleri.

Gruplar PO2 PCO:2
(n=6) (mmHg) (mmHg)
Normoksi 30 dk 145,70 + 3,10 36,08 £1,02
Hiperkapni 30 dk 144,50 £ 6,18 74,95 + 0,40
100 uM Zn + Hiperkapni 30 dk 142,90 &+ 5,41 72,80 + 3,40
150 nM Se + Hiperkapni 30 dk 145,60 + 5,10 74,40 + 4,80
5 mM GSH + Hiperkapni 30 dk 141,12 + 3,40 71,16 £ 3,90
Normoksi 60 dk 152,60 £+ 1,95 38,70 £ 2,20
Hiperkapni 60 dk 149,40 + 3,11 85,83 £2.49
100 pM Zn + Hiperkapni 60 dk 146,20 + 3,44 83,10 = 3,60
150 nM Se + Hiperkapni 60 dk 148,40 £ 1,78 80,20+ 0,18
5 mM GSH + Hiperkapni 60 dk 144,18 £ 4,60 81,40 + 1,20

M £ SD; ortalama * standart sapma
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4.2. Lipid Peroksidasyonu Bulgular:

4.2.1. Malondialdehit (MDA) Degerleri

Calismamizda HEK293 hiicrelerinde 30 dk ve 60 dk hipoksik gaz uygulanan
gruplarda olgiilen MDA degerlerinin, 30 dk ve 60 dk normoksik gaz uygulanan gruplar
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p < 0.01) derecede artis gosterdigi
tespit edildi. Ayrica 30 dk ve 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan gruplardaki MDA
degerlerinin de 30 dk ve 60 dk normoksik gaz uygulanan gruplara gore ileri derecede
anlamli olarak (p < 0.001) arttig1 gozlemlendi (Tablo 4.(3,4) ve Sekil 4.(1,2)).

60 dk hipoksi ve hiperkapni uygulanan gruplarda 6l¢iillen MDA degerlerinin, 30
dk hipoksi ve hiperkapni uygulanan gruplarin ayni degerleri ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede artis gosterdigi saptandi (p < 0.05) (Tablo 4.5 ve
Sekil 4.3).

100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk ve 60
dk hipoksik gaz uygulanan gruplarda 6lgiilen MDA degerlerinin, sadece 30 dk ve 60 dk
hipoksik gaz uygulanan gruplarda dl¢iilen MDA degerlerine gore anlamli (p < 0.05)
olarak azaldig: tespit edildi (Tablo 4.(6,7) ve Sekil 4.(4,5)).

100 uM Zn ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hiperkapnik gaz
uygulanan gruplardaki MDA degerlerinin, sadece 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan
gruplardaki MDA degerlerine gore istatistiksel bakimdan anlamli (p < 0.05) olarak
azalma gosterdigi tespit edildi. 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 30 dk
hiperkapnik gaz uygulanan grupta MDA degerinin, sadece 30 dk hiperkapnik gaz
uygulanan grubun ayni degerlerine gore ileri derecede anlamli (p < 0.01) olarak azaldigi
saptandi. Ayrica 100 uM Zn, 5 mM GSH ve 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 60
dk hiperkapnik gaz uygulanan gruplarda MDA degerlerinin, sadece 60 dk hiperkapnik
gaz uygulanan gruplarin ayni degerlerine gore ileri derecede anlamli (p < 0.01) olarak
azaldig1 tespit edildi (Tablo 4.(8,9) ve Sekil 4.(6,7)).
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Tablo 4.3: 30 dk hipoksik ve 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde
MDA degerlerinin (M + SD), normoksi grubuna gore degisimleri.

Normoksi 30 dk Hipoksi 30 dk Hiperkapni 30 dk
Parametre
(n=6) (n=6) (n=6)
MDA
2,16 +0,38 6,44 +£0,652 7,14 £0,50°
(nmol/1x10° hiicre)

M £ 8D, ortalama =+ standart sapma.

3p<0.01, P p<0.001; normoksi grubu ile istatistiksel karsilastiriimalart.

MDA Degeri
8,00 - b
a

g 6.00
)
=
=
I.d"é
= 4,00
—
3
g
= 2,00

0,00 -

Normoksi 30 dk Hipoksi 30 dk Hiperkapni 30 dk

Sekil 4.1: 30 dk hipoksik ve 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde
MDA degerlerinin (M + SD), normoksi grubuna gore degisimleri.

M £ SD; ortalama =+ standart sapma.

3p<0.01, ° p<0.001; normoksi grubu ile istatistiksel karsilastirilmalar:.
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Tablo 4.4: 60 dk hipoksik ve 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde
MDA degerlerinin (M £ SD), normoksi grubuna gore degisimleri.

Normoksi 60 dk Hipoksi 60 dk Hiperkapni 60 dk
(n=6) (n=6) (n=6)

Parametre

MDA
2,06 £ 0,25 9,14 +0,62% 9,65+ 0,76°
(nmol/1x10° hiicre)

M £ SD;, ortalama =+ standart sapma.

4p<0.01, ° p<0.001; normoksi grubu ile istatistiksel karsilastiriimalar:.

MDA Degeri
12,00 A
b
a

@
5
S 8.00
=
uwy
=)
—
s
=
g 4,00 -
=

0,00 -

Normoksi 60 dk Hipoksi 60 dk Hiperkapni 60 dk

Sekil 4.2: 60 dk hipoksik ve 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde
MDA degerlerinin (M + SD), normoksi grubuna gore degisimleri.

M £ SD;, ortalama =+ standart sapma.

8 p<0.01, ® p<0.001; normoksi grubu ile istatistiksel karsilastiriimalart.
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Tablo 4.5: 30 dk ve 60 dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan HEK293
hiicrelerinde MDA degerlerinin (M + SD) degisimleri.

Hipoksi 30 dk | Hipoksi 60 dk | Hiperkapni 30 dk | Hiperkapni 60 dk
Parametre
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

MDA 6,44 +0,65 9,14 £0,62% 7,14 £ 0,50 9,65 +0,76°

(nmol/1x10° hiicre)

M £ SD;, ortalama =+ standart sapma.

4 p<0.05; hipoksi 30 dk grubu, ° p<0.05; hiperkapni 30 dk grubu ile istatistiksel
karsilastirtimalart.

MDA Degeri
12,00 -
b
a

-]
-
28,00 -
: 2
uwy
=
—
W
=
T 4,00 1
=
=

0,00

Hipoksi 30 dk Hipoksi 60dk  Hiperkapni 30 dk Hiperkapni 60 dk

Sekil 4.3: 30 dk ve 60 dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde
MDA degerlerinin (M £ SD) degisimleri.

M =+ SD; ortalama * standart sapma.

2 p<0.05; hipoksi 30 dk grubu, ° p<0.05; hiperkapni 30 dk grubu ile istatistiksel
karsilastirtimalart.
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Tablo 4.6: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk
hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde MDA degerlerinin (M £+ SD),

hipoksi grubuna gére degisimleri.

Hipoksi 100 uM Zn+ | 150 nM Se+ | 5mM GSH+
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
MDA
6,44 £0,65 | 4,02+0,41° 2,89 +0,84% | 4,04 £0,56%
(nmol/1x10° hiicre)
M =+ SD; ortalama + standart sapma.
8 p<0.05; hipoksi grubu ile istatistiksel karsilastirma.
MDA Degeri
8,00 -
° 6,00 -
5
=
= a a
=
T 4,00 A —r
= a
S
£
2,00 - |
|
|
|
0,00 -
Hipoksi 30 dk 100 uM Zn + 150nM Se + 5mM GSH +
Hipoksi 30 dk Hipoksi 30 dk Hipoksi 30 dk

Sekil 4.4: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk
hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde MDA degerlerinin (M + SD),

hipoksi grubuna gore degisimleri.
M £ SD;, ortalama =+ standart sapma.

2 p<0.05; hipoksi grubu ile istatistiksel karsilastirma.
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Tablo 4.7: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk
hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde MDA degerlerinin (M £+ SD),

hipoksi grubuna gére degisimleri.

Hipoksi | 100 uM Zn + | 150 nM Se + | 5 mM GSH +
Parametre 60 dk Hipoksi 60 dk | Hipoksi 60 dk | Hipoksi 60 dk
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
MDA
9,14+0,62 | 589+0,37* | 5,11+0,44% | 535+0,582
(nmol/1x10° hiicre)
M + SD; ortalama =+ standart sapma.
2 p<0.05; hipoksi grubu ile istatistiksel karsilastirma.
MDA Degeri

12,00 A

10,00 A
]
S 800 -
1=
= a
E 6.00 - a a
= e
S
£ 4.00 -
=

2,00 A

0,00

Hipoksi 60 dk 100 uM Zn + 150nM Se + 5 mM GSH +
Hipoksi 60 dk Hipoksi 60 dk Hipoksi 60 dk

Sekil 4.5: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk
hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde MDA degerlerinin (M + SD),

hipoksi grubuna gore degisimleri.

M + SD; ortalama + standart sapma.

2 p<0.05; hipoksi grubu ile istatistiksel karsilastirma.



114

Tablo 4.8: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk
hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde MDA degerlerinin (M =+
SD), hiperkapni grubuna goére degisimleri.

Hiperkapni| 100 uM Zn + &?%Pkl\; ﬁf;o 5mM GSH +
Parametre 30dk | Hiperkapni 30 dk P dkp Hiperkapni 30 dk
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
MDA

7,14+ 0,50 4,95+0,77° 3,92 + 0,44° 5,07 +£0,83%2
(nmol/1x10° hiicre)

M + SD;, ortalama =+ standart sapma.
3p<0.05, ° p<0.01; hiperkapni grubu ile istatistiksel karsilastiriimalart.

MDA Degeri

8,00 -
g 6,00 a a
= ——
I.fé
= 4,00
=
=)
=
= 2,00

0,00 -

Hiperkapni 30 dk 100 uM Zn + 150 nM Se + 5SmM GSH +

Hiperkapni 30 dk  Hiperkapni 30 dk  Hiperkapni 30 dk

Sekil 4.6: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk
hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde MDA degerlerinin (M +
SD), hiperkapni grubuna goére degisimleri.

M + SD;, ortalama * standart sapma.
ap<0.05, ® p<0.01; hiperkapni grubu ile istatistiksel karsilastiriimalar:.
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Tablo 4.9: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk
hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde MDA degerlerinin (M =+
SD), hiperkapni grubuna goére degisimleri.

Hiperkapni| 100 uM Zn + 150 nM Se + 5mM GSH +

Parametre 60 dk | Hiperkapni 60 dk | Hiperkapni 60 dk | Hiperkapni 60 dk
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
MDA
9,65+0,76 | 6,79 + 0,48 6,30 + 0,752 6,45 + 0,432

(nmol/1x10° hiicre)

M £ SD;, ortalama =+ standart sapma.
2 p<0.01; hiperkapni grubu ile istatistiksel karsilastiriimalart.

MDA Degeri

12,00 -
[=*]
5
= 8,00 - a
z 2 y
= ~——
z
g 4,00 -
= |

|
0,00

Hiperkapni 60 dk 100 uM Zn + 150 nM Se + 5SmM GSH +
Hiperkapni 60 dk Hiperkapni 60 dk Hiperkapni 60 dk
Sekil 4.7: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk
hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde MDA degerlerinin (M +
SD), hiperkapni grubuna goére degisimleri.

M + SD; ortalama * standart sapma.

8 p<0.01; hiperkapni grubu ile istatistiksel karsilastiriimalart.
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4.2.2. Laktat dehidrogenaz (LDH) Degerleri

Calismamizda HEK293 hiicrelerinde 30 dk ve 60 dk hipoksik ve hiperkapnik
gaz uygulanan gruplarda LDH degerlerinin, 30 dk ve 60 dk normoksik gaz uygulanan
gruplardaki ayni degerler ile karsilastirildiginda anlamli (sirast ile p < 0.01 ve p <
0.001) artig gosterdigi saptand: (Tablo 4.(10,11) ve Sekil 4.(8,9)).

60 dk hipoksi ve hiperkapni uygulanan gruplarda 6l¢iillen LDH degerlerinin, 30
dk hipoksi ve hiperkapni uygulanan gruplarin ayni degerleri ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede artis gosterdigi saptandi (sirast ile p < 0.001 ve p <

0.01) (Tablo 4.12 ve Sekil 4.10).

100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 30 dk ve 60 dk hipoksik gaz uygulanan
gruplarda olgiilen LDH degerlerinin, sadece 30 dk ve 60 dk hipoksik gaz uygulanan
gruplardaki ayni degerlerine gore anlamli (sirast ile p < 0.05 ve p < 0.001) olarak
azaldig: tespit edildi. Ayrica 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30
dk ve 60 dk hipoksik gaz uygulanan gruplarda LDH degerlerinin de sadece 30 dk ve 60
dk hipoksik gaz uygulanan gruplardaki ayni1 degerlere gore ileri derecede anlamli (p <
0.01) olarak azaldigi belirlendi (Tablo 4.(13,14) ve Sekil 4.(11,12)).

100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 30 dk ve 60 dk hiperkapnik gaz
uygulanan gruplardaki LDH degerlerinin, sadece 30 dk ve 60 dk hiperkapnik gaz
uygulanan gruplardaki LDH degerlerine gore anlamli (sirasi ile p < 0.05 ve p < 0.01)
olarak azaldigi gozlemlendi. Bununla birlikte 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe
edildikten sonra 30 dk ve 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan gruplarda da LDH
degerlerinin, sadece hiperkapnik gaz uygulanan gruplara gore ileri derecede anlamli (p
< 0.01) olarak azaldig1 bulundu (Tablo 4.(15,16) ve Sekil 4.(13,14)).
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Tablo 4.10: 30 dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin LDH

degerlerinin (M £ SD), normoksi grubuna gore degisimleri.

Normoksi 30 dk Hipoksi 30 dk Hiperkapni 30 dk
Parametre
(n=6) (n=6) (n=6)
LDH
0,32 +0,12 1,55 £0,272 1,53 + 0,252
(umol/ml)

M £ SD;, ortalama =+ standart sapma.

2 p<0.01; normoksi grubu ile istatistiksel karsilastirma.

600 -

400 -

% LDH

200 -

Normoksi 30 dk Hipoksi 30 dk Hiperkapni 30 dk

Sekil 4.8: 30 dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin LDH

degerlerinin (M £+ SD), normoksi grubuna gore %’de degisimleri.

M £ SD;, ortalama =+ standart sapma

2 p<0.01; normoksi grubu ile istatistiksel karsilastirma.
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Tablo 4.11: 60 dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin LDH

degerlerinin (M £ SD), normoksi grubuna gore degisimleri.

Normoksi 60 dk Hipoksi 60 dk Hiperkapni 60 dk
Parametre
(n=6) (n=6) (n=6)
LDH
0,29 +0,11 2,57 +0,28? 2,48 + 0,332
(umol/ml)

M £ SD; ortalama =+ standart sapma.

4 p<0.001; normoksi grubu ile istatistiksel karsilastirma.

1000 A

800 4

600

% LDH

400

200 A

Normoksi 60 dk Hipoksi 60 dk Hiperkapni 60 dk

Sekil 4.9: 60 dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin LDH

degerlerinin (M £ SD), normoksi grubuna gére %’de degisimleri.

M £ SD;, ortalama =+ standart sapma.
2 p<0.001; normoksi grubu ile istatistiksel karsilagtirma.
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Tablo 4.12: 60 dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin LDH
degerlerinin (M + SD), 30 dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan hiicrelere

gore degisimleri.

Hipoksi 30 dk Hipoksi 60 dk Hiperkapni 30 dk | Hiperkapni 60 dk
Parametre
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
LDH 2,48 £0,33°
1,55 £0,27 2,57 £0,28?2 1,53+ 0,25
(umol/ml)

M + SD; ortalama =+ standart sapma.

4 p<0.001; hipoksi 30 dk grubu, ° p<0.01; hiperkapni 30 dk grubu ile istatistiksel
karsilastirilmalar.

200 -

150 -

% LDH
S
S

50 A

Hipoksi 30dk  Hipoksi 60dk Hiperkapni 30 dk Hiperkapni 60 dk

Sekil 4.10: 60 dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin LDH
degerlerinin (M + SD), 30 dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan hiicrelere gore
%’de degisimleri.

M + SD; ortalama + standart sapma.

4 p<0.001; hipoksi 30 dk grubu, ° p<0.01; hiperkapni 30 dk grubu ile istatistiksel
karsilastiridmalart.
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Tablo 4.13: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk
hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin LDH degerlerinin (M + SD),

hipoksi grubuna gére degisimleri.

Hinoksi 30 dk 100 uM Zn + 150 nM Se + 5mM GSH +
Parametre P Hipoksi 30 dk | Hipoksi 30 dk Hipoksi 30 dk
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
LDH
1,55 £0,27 0,75+ 0,20° 0,38 +0,14° 0,56 = 0,24°
(umol/ml)

M £ SD;, ortalama =+ standart sapma.
8p<0.05, ° p<0.01; hipoksi grubu ile istatistiksel karsilastirilmalar.

125 A
100 A
: 75 7
a
|
= | a
50 b
b
25 A
0
Hipoksi 30 dk 100 uM Zn + 150 nM Se + 5mM GSH +
Hipoksi 30dk  Hipoksi 30dk  Hipoksi 30 dk

Sekil 4.11: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk
hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin LDH degerlerinin (M + SD),

hipoksi grubuna gore %’de degisimleri.

M + SD; ortalama * standart sapma.
3p<0.05 ,° p<0.01; hipoksi grubu ile istatistiksel karsilagtiriimalars.
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Tablo 4.14: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk
hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin LDH degerlerinin (M + SD),

hipoksi grubuna gére degisimleri.

Hiooksi 60 dk 100 uM Zn + 150 nM Se + 5mM GSH +
parametre| T Hipoksi 60 dk | Hipoksi 60 dk | Hipoksi 60 dk
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
LDH
2,57 +0,28 0,81+0,13% 0,68 £ 0,13% 0,77 £0,15%
(umol/ml)
M £ SD;, ortalama =+ standart sapma.
2 p<0.001; hipoksi grubu ile istatistiksel karsilagtiriimalari.
125 {
100 A
: 75 7
a
3
C\Q 50 -
a a a
N .I ﬁ‘
0
Hipoksi 60 dk 100 uM Zn + 150nM Se + 5 mM GSH +
Hipoksi 60dk  Hipoksi 60dk  Hipoksi 60 dk

Sekil 4.12: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk
hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin LDH degerlerinin (M + SD),

hipoksi grubuna gore %’de degisimleri.

M + SD; ortalama * standart sapma.
2 p<0.001; hipoksi grubu ile istatistiksel karsilastirilmalari.
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Tablo 4.15: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk
hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin LDH degerlerinin (M + SD),

hiperkapni grubuna gore degisimleri.

Hiverkapni 30 dk| 100 WM Zn + 150 nM Se + 5mM GSH +
Parametre perkap Hiperkapni 30 dk | Hiperkapni 30 dk| Hiperkapni 30 dk
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
LDH
1,53 0,25 0,77 £ 0,152 0,57 +0,17° 0,58 +0,13"
(umol/ml)

M £ SD; ortalama =+ standart sapma.

2p<0.05, P p<0.01; hiperkapni grubu ile istatistiksel karsilastiriimalar:.

% LDH

125 -~

100 -

75

50

25

a
- I | |
0 . ‘ \

Hiperkapni 30 dk

100 uM Zn +

150 nM Se +

5mM GSH +

Hiperkapni 30 dk Hiperkapni 30 dk Hiperkapni 30 dk

Sekil 4.13: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk
hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde LDH degerlerinin (M + SD),

hiperkapni grubuna gore %’de degisimleri.

M + SD; ortalama * standart sapma.

3 p<0.05 ,° p<0.01, hiperkapni grubu ile istatistiksel karsilastiriimalar:.
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Tablo 4.16: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk
hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin LDH degerlerinin (M + SD),

hiperkapni grubuna gore degisimleri.

Hiperkapni 60 dk 100 pM Zn + 150nM Se+ | 5mM GSH +

Parametre Hiperkapni 60 dk | Hiperkapni 60 dk| Hiperkapni 60 dk
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
LDH
2,48 +£0,33 0,82 +0,14% 0,78 0,152 0,81+ 0,15
(umol/ml)

M + SD; ortalama * standart sapma.

2 p<0.01; hiperkapni grubu ile istatistiksel karsilagtiriimalar.

125 -~

100 -
75
50 A
a a a
N ” ” H
0

Hiperkapni 60 dk 100 uM Zn + 150 nM Se + 5SmM GSH +
Hiperkapni 60 dk Hiperkapni 60 dk Hiperkapni 60 dk

% LDH

Sekil 4.14: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk
hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin LDH degerlerinin (M + SD),

hiperkapni grubuna gore %’de degisimleri.

M + SD; ortalama + standart sapma.

8 p<0.01; hiperkapni grubu ile istatistiksel karsilastiriimalart.
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4.3. Patch Clamp Olciim Degerleri

HEK293 hiicrelerinde TRPM2 kanallarindan Patch Clamp-Tiim Hiicre Kaydi
(THK) yontemi ile elde edilen veriler kullanilarak, akim (nA) - zaman (s) ve akim (nA)
- voltaj (mV) grafikleri Microcal Origin 8.0 programinda ¢izilmistir. THK sirasinda,
iyon kanalindan gecen maksimum negatif akim degeri, mikroelektrodun hiicrelerin
bulundugu ekstraselliiler ortam soliisyonuna ilk temas ettigi anda olusan hiicre membran
direncine (Rmembran) Oranlanarak, ortalama akim yogunluklar1 (pA/pF) hesaplandi. Akim
kaydi sirasinda, TRPM2 kanalindan hiicre i¢ine gegen akimin en fazla oldugu andaki
akim degeri, akim (nA) — zaman (s) grarfiklerinde 2 ile, kanal istirahat durumuna
gectigi andaki akim degeri ise 1 olarak ifade edilmistir. Bu akim degerlerinin kenetleme
voltaji (-60 mV) ile kesisimi sonucu elde edilen dogrular ise akim (nA) — voltaj (mV)

grafiklerinde gosterilmistir.

4.3.1. Deney Gruplarmnin Tiim Hiicre Kayitlarinin Analizi

30 dk normoksik gaz uygulanan kontrol grubu ile 30 dk hipoksik ve 30 dk
hiperkapnik gaz uygulanan deney gruplarinin akim (nA) — zaman (s), akim (nA) — voltaj
(mV) ve ortalama akim yogunlugu (pA/pF) grafikleri Sekil 4.(15-22)’de verilmistir.

30 dk normoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin H20; ile uyarilmadan
once THK yontemiyle alinan kontrol kaydina ait akim (nA) - zaman (s) grafigi Sekil
4.15°de gosterilmistir. H20: ile uyarilmadan énce TRPM2 kanalinda akim degisikligi
gozlenmemistir. 30 dk normoksik gaz uygulanan hiicrelerin H2O2 ile uyarilmasi
sonucunda, negatif yonde akimin arttigit ve TRPM2 kanallarinda -0,49 nA degerinde
akim olustugu akim (nA) — zaman (s) grafiginde gozlemlendi. H20: ile uyarilma
sonucunda TRPM2 kanalinin agildig1 gézlemlendikten ve akim plato degerine ulastiktan
sonra sirasi ile 2-APB ve NMDG™1i ekstraselliiler ortam soliisyonlari, tekrar sirasi ile
H.0, 2-APB ve NMDG™Ii ekstraselliiler ortam soliisyonlari hiicrelerin bulundugu
ortama uygulandi. TRPM2 iyon kanalindan gecen negatif akim degerinin maksimuma
ulastigi andaki akim degeri kaydedildi ve kanalin tekrar kapanmasi beklendi. Elde
edilen verilere ait akim (nA) — zaman (s), akim (nA) — voltaj (mV) ve ortalama akim
yogunlugu (pA/pF) grafikleri ¢izildi (Sekil 4.(16, 17, 21)). 30 dk normoksik gaz
uygulanan grubun THK sonucunda elde edilen verilerden ortalama akim yogunlugu

degeri -74,11 pA/pF (n=6) olarak bulunmustur.
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Sekil 4.15: 30 dk normoksik gaz uygulananan HEK293 hiicrelerinin, H2O; ile

I (nA)

uyarilmadan 6nce TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.16: 30 dk normoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H2O; ile uyarimi

sonucu TRPM2 kanallarindan THK yo6ntemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.17: 30 dk normoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H2O; ile uyarimi
sonucu TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) -
voltaj (mV) iligkisi.

60 dk normoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin H20> ile uyarilmadan
once THK yontemiyle alinan kontrol kaydina ait akim (nA) - zaman (S) grafigi Sekil
4.18’de verilmistir. H2O2 ile uyarilmadan 6nce TRPM2 kanalinda akim degisikligi
gozlemlenmedi. 60 dk normoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin H20> ile
uyarilmasi sonucunda negatif yonde akimin arttigi ve TRPM2 kanallarinda -0,52 nA
degerinde akim olustugu akim (nA) — zaman (s) grafiginde gozlemlendi. TRPM2
kanalinin H20: ile uyarilmast sonucunda agildig1 gozlemlendikten ve akim platoya
ulastiktan sonra sirasi ile 2-APB ve NMDG™’li ekstraselliiler ortam soliisyonlar1, tekrar
sirast ile H202, 2-APB ve NMDG™1i ekstraselliiler ortam soliisyonlar1 hiicrelerin
bulundugu ortama uygulandi. TRPM2 iyon kanalindan gegen negatif akim degerinin
maksimuma ulastigi andaki akim degeri kaydedildi ve kanalin tekrar kapanmasi
beklendi. Elde edilen verilere ait akim (nA) — zaman (s), akim (nA) — voltaj (mV) ve
ortalama akim yogunlugu (pA/pF) grafikleri ¢izildi (Sekil 4.(19, 20, 21)). 60 dk
normoksik gaz uygulanan grupta yapilan THK sonucunda elde edilen verilerden

ortalama akim yogunlugu degeri -91,02 pA/pF (n=6) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.18: 60 dk normoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H2O ile
uyarilmadan dnce TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.19: 60 dk normoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H2O; ile uyarimi
sonucu TRPM2 kanallarindan THK yo6ntemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.20: 60 dk normoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H2O; ile uyarimi
sonucu TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) -
voltaj (mV) iliskisi.

30 dk hipoksik ve 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan gruplarda ortalama akim
yogunluklarinin, kontrolleri olan 30 dk normoksik gaz uygulanan grubun ayni degerleri
ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede arttig tespit edilmistir (siras1
ilep<0.01, p<0.05) (Sekil 4.21). Benzer sekilde 60 dk hipoksik ve 60 dk hiperkapnik
gaz uygulanan gruplarin ortalama akim yogunluklarmin, 60 dk normoksik gaz
uygulanan grubun ayni degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede ( p < 0.01)

artig gosterdigi bulundu (Sekil 4.22).
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Sekil 4.21: 30 dk hipoksik ve 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK?293 hiicrelerinin,

normoksi grubuna gore ortalama akim yogunlugu degisimleri (M = SD).

M £ SD; ortalama + standart sapma.
3 p<0.01, ° p<0.05; normoksi grubu ile istatistiksel karsilastirilmalar:.
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Sekil 4.22: 60 dk hipoksik ve 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin,

normoksi grubuna gore ortalama akim yogunlugu degisimleri (M + SD).

M + SD; ortalama * standart sapma.
2 p<0.01; normoksi grubu ile istatistiksel karsilagtirma.
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4.3.2. Hipoksi Gruplarinda Tiim Hiicre Kayitlarinin Analizi

Sadece 30 dk ve 60 dk hipoksik gaz uygulanan, 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5
mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk ve 60 dk hipoksik gaz uygulanan gruplardan
THK yontemiyle elde edilen akim (nA) — zaman (s), akim (nA) — voltaj (mV) ve
ortalama akim yogunlugu (pA/pF) grafikleri Sekil 4.(23-48)’da verilmistir.

Sadece 30 dk hipoksik, 100 uM Zn + 30 dk hipoksik, 150 nM Se + 30 dk
hipoksik ve 5 mM GSH + 30 dk hipoksik gruplarinda H2O: ile uyarilmadan 6nce
TRPM2 kanallarinda akim degisikligi gozlemlenmedi (Sekil 4.(23, 25, 29, 32)). Aynm
gruplarda H20: ile uyarim sonrasinda negatif yonde akimin arttigi tespit edildi. H20: ile
uyarilmasi sonucunda TRPM2 kanali agildiktan ve akim platoya ulastiktan sonra, sirasi
ile 2-APB ve NMDG™1i ekstraselliiler ortam soliisyonu, tekrar sirasi ile H202, 2-APB
ve NMDG™1i ekstraselliiler ortam soliisyonlar1 hiicrelerin bulundugu ortama uygulandi.
TRPM2 iyon kanalindan gegen negatif akim degerinin maksimuma ulastig1 andaki akim
degeri kaydedildi ve kanalin tekrar kapanmasi beklendi. Deney gruplarinda TRPM2
kanallarinda sirasi ile -0,97 nA, -0,65 nA, -0,51 nA ve -0,61 nA degerlerinde akimlarin
olustugu akim (nA) - zaman (s) grafiklerinde gézlemlendi (Sekil 4.(24, 27, 30, 33).
Elde edilen verilere ait akim (nA) - voltaj (mV) ve ortalama akim yogunlugu (pA/pF)
grafikleri ¢izildi (Sekil 4.(25, 28, 31, 34, 35). Sadece 30 dk hipoksik gaz uygulanan
grubun ortalama akim yogunlugu degeri ile karsilastirildiginda, 100 uM Zn ve 5 mM
GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hipoksik gaz uygulanan gruplarin ayni
degerlerinde p < 0.05, 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hipoksik gaz
uygulanan grubun ayni degerlerinde ise p < 0.01 seviyesinde istatistiksel bakimdan

anlamli (n=6) azalma oldugu bulundu.



131

-0,1

[ (nA)

T T 1
1500

-0.2 T T
500
FZaman (s)

Sekil 4.23: 30 dk hipoksik gaz uygulanan HEK?293 hiicrelerinin, H20: ile uyarilmadan
once TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.24: 30 dk hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H2O> ile uyarimi
sonucu TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.25: 30 dk hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H2O> ile uyarimi
sonucu TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) -

voltaj (mV) iliskisi.

Tin hitcre

0,0 1
—_— _"WLJU._\\\ "/lh/'\_.ﬁ—ﬂ‘-—ﬁ«f—ﬂﬂ——ﬁ_“—hw

=01 <

| (nA)

T 1
L OO0 1500

-0.2 T
L] 500
Zaman (s)

Sekil 4.26: 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK?293 hiicrelerinin, H20> ile uyarilmadan 6nce TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.27: 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H20 ile uyarimi sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.28: 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK?293 hiicrelerinin, H2O; ile uyarimi sonucu TRPM2 kanallarindan THK
yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) - voltaj (mV) iliskisi.
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Sekil 4.29: 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H20> ile uyarilmadan 6nce TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.

Tim hiicre
— ——— ©NMDG
i —  E— 2-ATB
0,0 - - Hy0,
— 044
-[}:8 T T T T T T '
0 1000 2000 3000
Zaman (s)

Sekil 4.30: 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK?293 hiicrelerinin, H20: ile uyarimi sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.31: 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK?293 hiicrelerinin, H2O; ile uyarimi sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) - voltaj (mV) iligkisi.
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Sekil 4.32: 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK?293 hiicrelerinin, H20: ile uyarilmadan énce TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.33: 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H202 ile uyarimi sonucu TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle

alinan kaydi.

" V (mV)

Sekil 4.34: 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK?293 hiicrelerinin, H20: ile uyarimi sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) - voltaj (mV) iliskisi.
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Sekil 4.35: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk
hipoksik gaz uygulanan gruplarin, hipoksi grubuna gore ortalama akim

yogunlugu degisimleri (M + SD).

M £ SD;, ortalama =+ standart sapma.
4 p<0.05, b p<0.01; hipoksi 30 dk grubu ile istatistiksel karsilastirma.

Sadece 60 dk hipoksik, 100 uM Zn + 60 dk hipoksik, 150 nM Se + 60 dk
hipoksik ve 5 mM GSH + 60 dk hipoksik gruplarinda, H2O> ile uyarilmadan 6nce
TRPM2 kanallarinda akim degisikligi gézlemlenmedi (Sekil 4.(36, 39, 42, 45). Sadece
60 dk hipoksik gaz uygulanan, 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe
edildikten sonra 60 dk hipoksik gaz uygulanan gruplarda H2O: ile uyarim sonrasinda,
negatif yonde akimin arttigi gézlemlendi. H2O2 ile uyarilmast sonucunda TRPM2
kanalinin agildig tespit edildikten ve akim platoya ulastiktan sonra sirasi ile 2-APB ve
NMDG™1i ekstraselliiler ortam soliisyonlar1, tekrar sirasi ile H20,, 2-APB ve
NMDG™1i ekstraselliiler ortam soliisyonlar1 hiicrelerin bulundugu ortama uygulandi.
TRPM2 iyon kanalindan gecen negatif akim degerinin maksimuma ulastig1 andaki akim
degeri kaydedildi ve kanalin tekrar kapanmasi beklendi. Bu gruplarda TRPM2
kanallarinda sirasi ile -0,99 nA, -0,70 nA, -0,60 nA ve -0,68 nA degerlerinde akimlarin
olustugu akim (nA) - zaman (s) grafiklerinde gézlemlendi (Sekil 4.(37, 40, 43, 46)).
Elde edilen verilere ait akim (nA) - voltaj (mV) ve ortalama akim yogunlugu (pA/pF)
grafikleri ¢izildi (Sekil 4.(38, 41, 44, 47, 48)). 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH
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ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hipoksik gaz uygulanan gruplarin, sadece 60 dk
hipoksik gaz uygulanan grup ile karsilastirildiginda ortalama akim yogunluklarinda

istatistiksel olarak ileri derecede anlamli (n=6) (p < 0.01)

edilmistir.
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Sekil 4.36: 60 dk hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H20> ile uyarilmadan

once TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.37: 60 dk hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H20 ile uyarim

sonucu TRPM2 kanallarindan THK yo6ntemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.38: 60 dk hipoksik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H20 ile uyarim
sonucu TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) -

voltaj (mV) iliskisi.
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Sekil 4.39: 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK?293 hiicrelerinin, H20> ile uyarilmadan énce TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.40: 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hipoksik gaz uygulanan

HEK?293 hiicrelerinin, H20; ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle

alian kayda.
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Sekil 4.41: 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H202 ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK
yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) - voltaj (mV) iliskisi.
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Sekil 4.42: 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK?293 hiicrelerinin, H20; ile uyarilmadan 6énce TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan tiim hiicre kayda.
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Sekil 4.43: 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK?293 hiicrelerinin, H20: ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.44: 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H202 ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) - voltaj (mV) iliskisi.
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Sekil 4.45: 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H20> ile uyarilmadan 6nce TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.46: 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hipoksik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H202 ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.47: 5 mM GSH ile edildikten sonra 60 dk hipoksik gaz uygulanan HEK293
hiicrelerinin, H20> ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle

alinan kayda ait akim (nA) - voltaj (mV) iliskisi.
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Sekil 4.48: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk
hipoksik gaz uygulanan gruplarin, hipoksi grubuna gore ortalama akim

yogunlugu degisimleri (M + SD).

ortalama + standart sapma (M + SD)

8 p<0.01; hipoksi grubu ile istatistiksel karsilastirma.

4.3.3. Hiperkapni Gruplarinda Tiim Hiicre Kayitlarinin Analizi

Sadece 30 dk ve 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan ve 100 uM Zn, 150 nM Se ve
5 nM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk ve 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan
gruplardan alinan THK yontemiyle elde edilen akim (nA) — zaman (s), akim (nA) —
voltaj (mV) ve ortalama akim yogunlugu (pA/pF) grafikleri  Sekil 4.49-74’de

verilmistir.

Sadece 30 dk hiperkapni, 100 uM Zn + 30 dk hiperkapni, 150 nM Se + 30 dk
hiperkapni ve 5 mM GSH + 30 dk hiperkapni gruplarinda, H2O:> ile uyarilmadan 6nce
TRPM2 kanallarinda akim degisikligi gézlemlenmedi (Sekil 4.(49, 52, 55, 58)). Aym
gruplarda H20> ile uyarim sonucunda, TRPM2 kanalinin agildigi ve negatif yonde
akimin arttig1 gozlemlendi. TRPM2 kanalinin H202 uygulamasi sonucunda agildig:
gozlemlendikten ve akim plato degerine ulastiktan sonra sirasi ile 2-APB ve NMDG™’li
ekstraselliiler ortam soliisyonlar1, tekrar sirasi ile H202, 2-APB ve NMDG™li
ekstraselliiler ortam sollisyonlart hiicrelerin bulundugu ortama uygulandi. TRPM2

kanalindan gecen negatif akim degerinin maksimuma ulastig1 andaki akim degeri
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kaydedildi ve kanalin tekrar kapanmasi beklendi. TRPM2 kanallarinin agilmasi sirasinda
deney gruplarinda siras1 ile -0,83 nA, -0,53 nA, -0,44 nA ve -0,67 nA degerlerinde
akimlarin olustugu akim (nA) - zaman (s) grafiklerinde gozlemlendi (Sekil 4.(50, 53,
56, 59)). Elde edilen verilere ait akim (nA) - voltaj (mV) ve ortalama akim yogunlugu
(PA/pF) grafikleri ¢izildi (Sekil 4.(51, 53, 57, 60, 61). Deney gruplarinin ortalama akim
yogunluklar1 sadece 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan grubun ayni degerleri ile
karsilastirldiginda, 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hiperkapnik gaz
uygulanan grupta p < 0.05, 150 nm Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk
hiperkapnik gaz uygulanan gruplarda ise p < 0.01 degerinde istatistiksel olarak anlamli

derecede azalma oldugu saptanmistir (n=6).
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Sekil 4.49: 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H202 ile
uyarilmadan 6nce TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.50: 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H2O> ile uyarim
sonucu TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.51: 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H>O> ile uyarim
sonucu TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) -
voltaj (mV) iliskisi.
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Sekil 4.52: 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H20> ile uyarilmadan énce TRPM2 kanallarindan THK

[ (nA)

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.53: 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan

HEK293 hiicrelerinin, H20; ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.54: 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H202 ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) - voltaj (mV) iliskisi.
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Sekil 4.55: 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H20; ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.56: 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H20; ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.57: 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H202 ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK
yontemiyle alinan kaydina ait akim (nA) - voltaj (mV) iliskisi.
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Sekil 4.58: 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H20> ile uyarilmadan énce TRPM2 kanallarindan THK
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Sekil 4.59: 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan

HEK293 hiicrelerinin, H202 ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.60: 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan
HEK?293 hiicrelerinin, H20 ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK
yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) - voltaj (mV) iliskisi.
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Sekil 4.61: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk
hiperkapnik gaz uygulanan gruplarin, hiperkapni grubuna gore ortalama akim

yogunlugu degisimleri (M + SD).

ortalama =+ standart sapma (M + SD)

3 p<0.05 ,° p<0.01; hiperkapni grubu ile istatistiksel karsilastiriimalart.
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Sadece 60 dk hiperkapni, 100 uM Zn + 60 dk hiperkapni, 150 nM Se + 60 dk
hiperkapni ve 5 mM GSH + 60 dk hiperkapni gruplarinda, H2O:> ile uyarilmadan 6nce
TRPM2 kanallarinda akim degisikligi gozlemlenmedi (Sekil 4.(62, 65, 68, 71)). Aym
deney gruplarinda H2O. ile uyarim sonucunda  negatif yonde akimin arttigi
gozlemlendi. TRPM2 kanalinin H2O, uygulamas1 sonucunda agildig1 gézlemlendikten
ve akim platoya ulagtiktan sonra sirasi ile 2-APB ve NMDG™1i ekstraselliiler ortam
soliisyonlar1, tekrar sirasi ile H202, 2-APB ve NMDG™Ii ekstraselliiler ortam
soliisyonlar1 hiicrelerin bulundugu ortama uygulandi. TRPM2 iyon kanalindan gecen
negatif akim degerinin maksimuma ulastig1 andaki akim degeri kaydedildi ve kanalin
tekrar kapanmasi beklendi. Deney gruplarinda TRPM2 kanallarinda sirast ile -0,85 nA,
-0,67 nA, -0,51 nA ve -0,65 nA degerlerinde akimlarin olustugu akim (nA) - zaman (S)
grafiklerinde gosterildi (Sekil 4.(63, 66, 69, 73)). Elde edilen verilere ait akim (nA) -
voltaj (mV) ve ortalama akim yogunlugu (pA/pF) grafikleri ¢izildi (Sekil 4.(64, 67, 70,
73, 74)). Deney gruplarinin ortalama akim yogunluklar1 sadece 60 dk hiperkapnik gaz
uygulanan grup ile karsilastirildiginda, 100 uM Zn ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten
sonra 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan gruplarda p < 0.05, 150 nm Se ile inkiibe
edildikten sonra 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan grupta ise p < 0.01 seviyesinde

istatistiksel bakimdan anlamli derecede azalma oldugu tespit edilmistir (n=6).

Tirm hilcre

0,0 - l
— —_ —
— l_Hr/I I T
-0.1
=
=
—0_2 T T T T T 1
8] 500 1000 1500

LZaman (s)

Sekil 4.62: 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H20. ile
uyarilmadan 6nce TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kayda.
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Sekil 4.63: 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H>O> ile uyarim
sonucu TRPM2 kanallarindan THK yo6ntemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.64: 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinin, H>O> ile uyarim
sonucu TRPM2 kanallarindan THK yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) -
voltaj (mV) iligkisi.
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Sekil 4.65: 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H20; ile uyarilmadan énce TRPM2 kanallarindan THK

I (nA)

yontemiyle alinan kaydi.

Titm hiicre
l —_— —_— NMDG
[ — 2-AFB
0,0 - _ H,0,
-0.4 -
'0:-8 T T T T T T 1
0 1000 2000 3000
Zaman (s)

Sekil 4.66: 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan

HEK293 hiicrelerinin, H202 ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.67: 100 uM Zn ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H202 ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) - voltaj (mV) iliskisi.
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Sekil 4.68: 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H202 ile uyarilmadan énce TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.69: 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan

HEK293 hiicrelerinin, H20; ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kayd.
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Sekil 4.70: 150 nM Se ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan

HEK293 hiicrelerinin, H202 ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) - voltaj (mV) iliskisi.



157

T hicre

0.0

—_— B i i e

.-’/\/
=, 1
=

=L T T T 1]

o 500 jialss] 1500

Famuam {s)

Sekil 4.71: 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H20> ile uyarilmadan énce TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.72: 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H202 ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK

yontemiyle alinan kaydi.
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Sekil 4.73: 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan
HEK293 hiicrelerinin, H202 ile uyarim sonucu TRPM2 kanallarindan THK
yontemiyle alinan kayda ait akim (nA) - voltaj (mV) iliskisi.
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Sekil 4.74: 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 60 dk
hiperkapnik gaz uygulanan gruplarin, hiperkapni grubuna gore ortalama akim

yogunlugu degisimleri (M + SD).

ortalama =+ standart sapma (M + SD)

3 p<0.05 ,° p<0.01; hiperkapni grubu ile istatistiksel karsilastiriimalara.
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5. TARTISMA

TRP-Melastatin alt ailesinden TRPM2 kanali, iki degerlikli Ca™ ve Mg*
iyonlar ile tek degerlikli Na* ve K* iyonlarina gegirgen, se¢ici olmayan bir katyon
kanalidir (191-194). TRPM2 kanallarinin aktivasyonu lizerinde Ca**, H2O2, cADPR,
ROS, NAADP, arasidonik asit, amiloid B-peptid, konkanavalin-A, sicaklik ve TNF-
a’nin etkili oldugu belirtilmektedir. Ayrica ekanazol, MFA, NFA, ACA ve ¢inkonun
TRPM2 kanalinin blokeri olarak davrandigi belirtilmektedir (195-197). Intraselliiler
ortama Ca*" iyonunun girigini saglayan TRPM2 kanallarinin aktivasyon ve inhibisyon
mekanizmalarinin arastirilmasi, hiicre i¢i Ca™ iyonunun artigina bagh olarak ortaya

c¢ikan pek cok hastaligin olusum mekanizmasinin bilinmesi agisindan 6nem tasimaktadir

(198-200).

TRPM2 kanallarinda hipoksi ve hiperkapninin etki mekanizmalar1 {izerine ¢esitli
calismalar yapilmis olmasina ragmen, transfekte HEK293 hiicrelerinin  TRPM2
kanallarinda hipoksi - hiperkapni - oksidatif stres iliskisi ve Ca™ iyon akimi {izerinde
etkileri ile ilgili yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Tez c¢alismamizda hipoksi ve
hiperkapninin TRPM2 kanallar1 ve Ca™ iyon akimi iizerine etkilerini ve bu etkiler
tizerinde hipoksi ve hiperkapninin uygulama siiresinin sonuglarini arastirmayi planladik.
Bu amagla, HEK293 hiicrelerinde 30 dk ve 60 dk hipoksi ve hiperkapni deney gruplari

olusturuldu.

Calismamizda HEK293 hiicrelerinde 30 dk ve 60 dk hipoksik gaz uygulanan
gruplarda MDA degerlerinin, 30 dk ve 60 dk normoksik gaz uygulanan gruplarin ayni
degerleri ile karsilastirildiginda, istatistiksel bakimdan ileri derecede anlamli artig
gosterdigi tespit edilmistir. Benzer sekilde HEK293 hiicrelerinde 30 dk ve 60 dk
hipoksik gaz uygulanan gruplardaki LDH degerlerinin, 30 dk ve 60 dk normoksik gaz
uygulanan gruplardaki LDH degerlerine gore de artiginin istatistiksel olarak ileri

derecede anlamli oldugu saptanmistir.

Canlilarin varligini siirdiirmesi i¢in besin maddeleri ve su ile beraber viicutta
depolanamayan oksijenin siirekli dis ortamdan alinarak doku ve organlara tasinmasi
gerekir. Oksijen, hiicresel fonksiyonlar icin gerekli enerji kaynagi olan ATP’mn
tiretildigi aerobik glikoz sisteminin son elektron alicisidir. Hipoksiye maruz

kalinmasinda en ¢ok etkilenen ATP molekiiliidiir (201-205). Protein sentezi, hiicre
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membranmin biitiinliigiiniin korunmasi, gegirgenliginin diizenlenmesi ve Na*, K* ve
Ca"" iyonlarinin  homeostazisinin = siirdiiriilmesi i¢in hayati O6nem tasiyan ATP
molekiilii tiretiminin hipoksik durumda azalmasi ile hiicrelerde geri doniislimsiiz

stirecler baglamis olur (203, 205-207).

Hipoksi, hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini arttirmakta, oksidatif
mekanizmalarin aktiflesmesi ile birlikte serbest radikaller, radikal olmayan molekiiller
ile tepkimeye girerek zincirleme reaksiyonlara neden olabilmektedir (202, 204). Hipoksi
sonucu ATP miktarinin azalmasi, iyon dengelerinin bozulmasi, asidoz olugmasi, hiicre
membranmin akigkanliginin  bozulmast ve gecirgenliginin artmasi, proteaz ve
fosfolipazlarin  aktivasyonu gibi durumlara yol ag¢maktadir. Hipoksi sonucu
fosfolipidlerin yikiminin artmasi ile hiicre membraninin Ca** iyonlarina gegirgenligi
artar ve hiicre iginde Ca*™ iyonlar1 birikir. Hipoksinin indiikledigi bu degisimlerden

sorumlu en 6nemli faktérlerden birisi oksidatif stresin artisidir (172, 201, 204, 205).

Yajima ve ark (34), fare embriyonik fibroblast (MEFs) hiicrelerinde hipoksik
kosullarda lipid peroksidasyonun arttigini ve hiicre membran hasarinin olustugunu tespit

etmislerdir.

Diizenli fiziksel egzersizlerin oksidatif strese karst koruyucu etkisini arastiran
bir diger ¢alismada ise, aralikli hipoksiye maruz kalan bireylerde lipid peroksidasyon
belirteclerinden lipid hidroperoksidaz ve plazma MDA konsantrasyonunun artig

gosterdigini tespit etmislerdir (33).

Peterson ve ark (208), Sprague-Dawley si¢can femurundan izole edilen
mezenkimal stroma hiicrelerinde hipoksik kosullarda, oksidatif stres enzimi olan
NADPH ekspresyonunun ve reaktif oksijen tiirlerinin arttigini, bunun sonucunda LDH

aktivitesinin artis1 ile hiicre canliliginin azaldigini géstermislerdir.

Caligmamizda hipoksiye maruz kalan HEK293 hiicrelerinde serbest oksijen
radikallerinin artigina paralel olarak MDA ve hiicre membran hasarini gésteren LDH
degerlerinin arttigi bulunmustur. Hipoksi sonrasi, organizmadaki oksidan/antioksidan
denge bozuldugu zaman protein, lipid, karbonhidrat ve niikleik asitler gibi
biyomolekiillerin hasar gormesi sonucu apoptoza neden olan onciil apoptotik
proteinlerin salinimi artar. Bunun sonucunda, hiicre membraninin biitiinliigli ve se¢ici

gecirgenligi bozulur, hiicresel hasar tetiklenmis olur (172, 204, 205).
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Arastirmamizda elde ettigimiz bulgular, hipoksinin oksidatif etkisini ortaya
koyan literatiir bilgileri ile paralellik gostermektedir. Bununla birlikte daha Snemlisi
hipoksik gaz uygulama siiresinin, MDA ve LDH degerlerinin artisinda etkili oldugu; 60
dk hipoksi uygulanan grupta oksidatif stresin ve hiicre membran hasarinin 30 dk hipoksi
uygulanan grubun ayni degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede artis
gosterdigi bulunmustur.

Organizmada biyolojik siireglerde etkili olan hiicresel enzimler ve kimyasal
reaksiyonlar pH degisimine duyarlidir ve hiicreler intraselliiler pH’in fizyolojik
sinirlarda kalmasi i¢in hiicre membranindan H* ve HCOs" transportunu saglar. Eger
parsiyel karbondioksit basincit ekstraselliler ortamda artmis ise COg, hiicre
membranindan pasif diffiizyonla gegerek hiicre igerisinde karbonik anhidraz enzimi
tarafindan H>COgz ‘e, H2.CO3 de H* ve HCOs" iyonlarina ayrigir. Bu alanda daha once
yapilmis arastirmalarda, hiicrelerin farkli mekanizmalar araciligi ile CO2’e duyarlilik
gosterdigi ve hiperkapnik durumda CO> konsantrasyonunda ortaya ¢ikan degisikliklerin,
bu yolla hiicresel fonksiyonlart olumsuz etkiledigi ileri stirtilmistiir (209-211).

CO:; hiicre iginde H" ve HCO3e ayristiktan sonra, HCO3™ konsantrasyonunun
artigina paralel olarak ¢oziilebilir formdaki adenil siklazin (AC) etkisiyle anahtar sinyal
molekiil ikinci haberci 3°-5° ¢cAMP firetimi artar. Kalsiyum kanali aktive olur ve bu
kanaldan hiicre igine Ca'™ girisi artar. Bunun sonucunda, aksiyon potansiyeli
depolarizasyon frekansi azalir ve hiicresel 6liime sebep olabilir. Ayrica hiperkapni, H*
duyarhh K* akimmi inhibe ederek hiicre membraninin deporarizasyonu aracihgi ile

aksiyon potansiyeli depolarizasyon frekansinin artigina neden olabilir (208-212).

Calismamizda HEK293 hiicrelerinde 30 dk ve 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan
gruplardaki MDA ve LDH degerlerinin, 30 dk ve 60 dk normoksik gaz uygulanan
gruplarin ayn1 degerlerine gore ileri derecede anlamli artis gosterdigi sonucu elde

edilmistir.

Organizmada pH degisimleri ve CO2 konsantrasyonunun iligkili oldugu, CO2
konsantrasyonunun artig1 olarak bilinen hiperkapninin hiicre membranindan gegen Ca™
iyonlarmin akisini bozdugu ve hiicreyi apoptoza gotiirdiigii ifade edilmektedir (82, 184,
213, 214).

Gorildigi gibi daha 6nce yapilmis arastirmalarin oksidatif stres etkileri ile ilgili

sonuglar1 bulgularimizi destekler niteliktedir. Ayrica bulgularimiza gore HEK293
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hiicrelerinde 60 dk hiperkapni uygulanan gruplardaki MDA ve LDH degerlerinin, 30 dk
hiperkapni uygulanan gruptaki ayni1 degerlere gore istatistiksel olarak anlamli artig
gosterdigi tespit edilmistir. HEK293 hiicrelerinde MDA ve LDH degerleri iizerine
hiperkapninin uygulama siiresinin de etkili oldugu, hiperkapni uygulama siiresine bagl

olarak oksidatif stres ve hiicre membran hasarinin arttig1 sonucuna varilmstir.

Serbest radikallerin, reaktif oksijen tiirlerinin olusumundaki artis ya da yok
edilmesindeki azalma organizmada oksidatif dengenin bozulmasina sebep olur ve
oksidatif stres olusur. Metabolik siire¢lerin bir sonucu olarak hiicreler siirekli olarak
serbest radikal ve ROS iiretirler. Normal degerlerinden yiiksek miktarda bulunan reaktif
oksijen tiirleri lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA gibi biyomolekiiller ile
reaksiyona girerek mitokondriyal fonksiyon bozukluguna ve hiicre membran hasarina
yol acar (215, 216). Reaktif oksijen tiirlerinden en sik goriilen lipid radikali, lipid
peroksidasyonuna neden olarak hiicre membran proteinleri, reseptorleri ve bu
reseptorlere baglanan pek cok olayda katalitik etki gdsteren enzimler inaktive olur ve
boylece hiicre membraninin gegirgenligini degistirir (216-219). Lipid peroksidasyonun
en iyi belirteglerinden MDA niikleik asitler, proteinlerin amino gruplar1 ve fosfolipitlere
baglanarak toksik etki gosterir. MDA, hiicre membranindaki proteinlerin molekiili¢i ve
molekiillerarasi ¢capraz baglanmasina yol acarak, hiicre membraninin iyon gegirgenligi,
akiskanligi ve enzimatik aktivitesi gibi biyofiziksel 6zelliklerinin degisimine neden
olur. Ayrica hiicre membranindan kolaylikla gegebilen MDA molekiilii, DNA’nin
nitrojen formundaki bazlar ile reaksiyona girerek genotoksik ve karsinojenik etkiler
gosterebilir. Hiicre membrani hasara ugradiginda, ortama LDH enzimi salinir ve LDH

6l¢timii lipid peroksidasyonunun seviyesinin belirlenmesini saglar (220-223).

Organizmada SOD, CAT, GSH, GSH-Px, GSH-Rx, vitamin A, E ve C,
flavonoidler, Zn, Cu ve Se gibi eser elementler enzimatik ya da enzimatik olmayan
yollardan antioksidan etki gdstererek serbest radikaller ile reaksiyona girer ve serbest
radikallerin baglattig1 zincir reaksiyonlarini1 durdururlar; bdylece hiicresel yapilarin zarar

gormesini engellerler (224, 225).

Cinko, antioksidan savunma sisteminde etkili olan enzimlerin aktif bdlgelerine
baglanarak enzimlerin aktivasyonunu saglar. Ayrica ¢inko, glutatyon ile direkt ya da
glutatyon peroksidaz kofaktorii olarak indirekt yoldan serbest radikallerin zararl

etkilerini azaltir (40, 226, 227). Glutatyon peroksidaz enziminin aktivasyonu igin
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onemli bir antioksidan olan selenyum, hiicre membranina zarar veren lipid
peroksidasyona karsi hiicreyi korur. Organizmada tiyol grubu igeren GSH, enzimatik
reaksiyonlar aracilig1 ve serbest radikalleri yok etme 6zelligi ile hiicre membranini lipid

peroksidasyonuna kars1 korur (228-230).

100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk ve 60
dk hipoksik gaz uygulanan gruplarin MDA ve LDH degerlerinin, sadece 30 dk ve 60 dk
hipoksik gaz uygulanan gruplardaki MDA ve LDH degerlerine gore istatistiksel olarak
anlamli azalma gosterdigi tespit edildi. Benzer sekilde 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM
GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk ve 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan gruplardaki
MDA ve LDH degerlerinin de, sadece 30 dk ve 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan
gruplardaki ayni degerler ile karsilastirildifinda, anlamli olarak azaldigi tespit

edilmistir.

Arastirmamizda elde ettigimiz bulgulara goére antioksidanlarla inkiibe edilen
HEK293 hiicrelerinde, hipoksi ve hiperkapninin hiicreye verdigi oksidatif hasarlar
nedeniyle artmis olan MDA ve LDH degerleri anlamli olarak azalmistir. Bu da
uygulanan ¢inko, selenyum ve glutatyonun konsantrasyonlarmmin ve uygulama

stirelerinin antioksidan etki gostermelerinde etkili olduklarini ortaya koymaktadir.

Calismamizda HEK293 hiicrelerinde hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan
deney gruplarinda, TRPM2 kanallarindan gecen akimlar {zerine hipoksi ve
hiperkapninin etkileri degerlendirilirken; akimin zamana gére degisimi ve akimin voltaj
ile iliskisini gosteren akim (nA) - zaman (s) ve akim (nA) - voltaj (mV) grafikleri ¢izildi
ve gruplar arasinda ortalama akim yogunlugu degisimleri (pA/pF) analiz edildi. 30 dk
normoksik, 30 dk hipoksik ve 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293 hiicrelerinde,
H20: ile uyarim olmadan akim degisimi olmazken, H20z ile uyarim sonucunda TRPM?2
kanallarinda negatif yonde akimin arttig1 gozlemlendi. Akim plato degerine ulastiktan
sonra, sirasi ile 2-APB ve NMDG™Ii ekstraselliller ortam soliisyonlari hiicrelerin
bulundugu ortama gonderildikten sonra kayit sonlandirildi. Deney gruplarinda THK

yontemi ile elde edilen verilerden ortalama akim yogunlugu degerleri hesaplandi.

H202 uyarim sonucunda 30 dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan gruplarin
ortalama akim yogunluklari, 30 dk normoksik gaz uygulanan grubun ayni degerleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede artis oldugu tespit edildi.
Ayrica 60 dk normoksik, 60 dk hipoksik ve 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan HEK293
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hiicrelerinde, H20> ile uyarim olmadan akim degisimi gozlemlenmezken H.O> ile
uyarim sonucunda TRPM2 iyon kanallarinda negatif yonde akimin arttig1 saptandi. 60
dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan gruplarin ortalama akim yogunluklarinin
artisginin, 60 dk normoksik gaz uygulanan grubun aymi degerlerine gore istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptandi. Bulgularimiza goére H:O; ile uyarim sonucunda hiicre
icine dogru kalsiyum akim degerinin ve hiicre igerisinde kalsiyum miktarmin arttigini

sOyleyebiliriz.

Calismamizda hipoksi ve hiperkapninin olusturdugu oksidatif stres, hiicre
membran hasar1 ve TRPM2 kanal akimlar1 lizerine Zn, Se ve GSH’un etkilerini
aragtirmak amaci ile HEK293 hiicrelerinden olusturulan deney gruplar1 100 uM Zn, 150
nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildi ve farkli siirelerde hipoksik ve hiperkapnik gaz
uygulanarak elektrobiyofiziksel 6l¢iimler yapildi.

30 dk hipoksik gaz uygulanan grup ile 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile
inkiibe edildikten sonra 30 dk hipoksik gaz uygulanan gruplarda, H>O> ile uyarim
olmadan akim degisimi gozlemlenmezken, H2O> ile uyarim sonucunda negatif yonde
akimin arttigi gozlemlendi. TRPM2 kanalinin H20, uygulamasi sonucunda agildigi
tespit edildikten ve akim platoya ulastiktan sonra sirasi ile 2-APB, NMDG™li
ekstraselliiler ortam soliisyonu, tekrar H2O2, 2-APB ve NMDG™1i ekstraselliiler ortam
soliisyonu hiicrelerin bulundugu ortama uygulandi. TRPM2 iyon kanalindan gecen
negatif akim degerinin maksimuma ulastig1 andaki akim degeri kaydedildi ve kanalin
tekrar kapanmasi beklendi. Ayni1 deney prosediirleri 60 dk hipoksik gaz uygulanan
gruplarda da tekrarlandi. Deney gruplarinin akim - zaman ve akim - voltaj grafikleri

cizildi. Elde edilen verilerden ortalama akim yogunluklar1 hesaplandi.

Arastirmamizda 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten
sonra 30 dk hipoksik gaz uygulanan gruplardaki ortalama akim yogunluklari, sadece 30
dk hipoksik gaz uygulanan grubun ayni degerleriyle karsilastirildiginda anlamli
derecede azalmanin oldugu gézlemlendi. Bu azalmanin 60 dk hipoksik gaz uygulanan

gruplarda ise ileri derecede anlamli oldugu saptandi.

Caligmamizda sadece 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan, 100 uM Zn, 150 nM Se
ve 5 mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan gruplarda
da H2O2 ile uyarim olmadan akim degisimi gozlemlenmezken, H2O. ile uyarim

sonucunda kanalin agildigi ve negatif yonde akimin arttigi tespit edildi. HEK293
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hiicrelerinin bulundugu ortama H>O, uygulamasi sonucunda TRPM2 kanalinin agildigi
gozlemlendikten kisa bir siire sonra, akim platoya ulasti. H2O2 uygulamasina benzer
olarak sirasi ile 2-APB ve NMDG™1i ekstraselliiler ortam soliisyonu, tekrar sirasi ile
H202, 2-APB ve NMDG™1i ekstraselliiler ortam soliisyonu uygulandi. TRPM2 iyon
kanalindan gecen negatif akim degerinin maksimuma ulastigi andaki akim degeri
kaydedildi ve kanalin tekrar kapanmasi beklendi. Ayni deney prosediirleri 60 dk
hiperkapnik gaz uygulanan gruplarda da tekrarlandi. Deney gruplarinin akim - zaman ve
akim - voltaj grafikleri cizildi. Elde edilen verilerden ortalama akim yogunluklari

hesaplandi ve grafikleri ¢izildi.

Sadece 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan grup ile, 100 uM Zn, 150 nM Se ve 5
mM GSH ile inkiibe edildikten sonra 30 dk hiperkapnik gaz uygulanan gruplarda
ortalama akim yogunlugu degerlerinin anlamli olarak azaldig1 saptanmistir. Akim
yogunlugu ile ilgili benzer sonuglar, 60 dk hiperkapnik gaz uygulanan gruplar arasinda
da gozlenmistir. Pek ¢ok enzimin yapisina katilarak katalitik rol oynayan selenyum,
reaktif oksijen tiirlerinin yol a¢tig1 oksidatif hasara karsi lipidleri, DNA, RNA gibi
biyomolekiilleri ve hiicre membranini korur (42, 228, 229). Calismamizda selenyum
uygulanan gruplarda, selenyumun koruyucu etki olusturdugu gézlemlenmistir. Ancak
selenyumun ortalama akim yogunlugunun azalmasindaki etkisinin, digerlerinden farkli

olarak ileri derecede anlamli oldugu bulunmustur.

Caligmamizda hipoksinin ve hiperkapninin HEK293 hiicrelerinde oksidatif stresi
arttirdigt MDA ve LDH degerlerinin artisi ile tespit edildi. Normoksi gruplarina gore 30
dk ve 60 dk hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan gruplarda TRPM2 kanalindan
gecen Ca'™ iyonlarmin artisi, akim - zaman ve akim - voltaj grafiklerinde
degerlendirildi. Hipoksi ve hiperkapni gruplarinda negatif yonde akimin arttig1 ortalama
akim yogunlugu grafiklerinde gozlemlendi. Caligmamizda farkl: siirelerde hipoksiye ve
hiperkapniye maruz kalan HEK293 hiicrelerinde, TRPM?2 kanal aktivitesinin artmasi
sonucunda hiicre igine giren Ca™" iyon akimini arttirdigi gézlemlendi. Hiicre igine giren
Ca™ miktarinin artmasi hiicre i¢i organellerden Ca™ salimmini tetikler ve hiicrede
oksidatif stresin artmasi, hiicre membran hasarina neden olmaktadir (42, 106, 163).
Hipoksi ve hiperkapninin indiikledigi oksidatif stres sonucunda artan reaktif oksijen
tiirleri ve hiicre membran hasarim1 azaltmak amaci ile deney gruplarinda antioksidan

etkisi bilenen ¢inko, selenyum ve glutatyon ile inkiibe edildikten sonra hiicrelerde lipid
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peroksidasyon ve Ca'™" akimlarimi degerlendirdik. Cinko, selenyum ve glutatyon ile
inkiibe edilen gruplarda MDA ve LDH degerlerinin ve TRPM2 kanallarindan gecen
negatif yonde akimin azaldigini tespit ettik. TRPM2 iyon kanalindan gecen negatif
yonde akimin azalmasi sonucunda hiicre igine giren Ca*™ iyonlarinin deney gruplarinda
oldugu gibi artis gostermedigini, oksidatif stresin azaldigin1 ve bu antioksidanlarin
hipoksi ve hiperkapninin hiicre membraninda olusturabilecegi hiicresel hasara karsi
koruyucu etki olusturduklarimi gézlemledik. Ayrica ¢inko ile inkiibe edilen gruplarda,
hipoksi ve hiperkapni gruplarina gore ortalama akim yogunluklarinin azalmis oldugunu
saptadik. Ekstraselliiler ¢inko, allosterik modiilasyon etkisi ile iyon kanal aktivitesini
attirir ya da kanali inhibe eder. TRPM2 kanalinda S5 ve S6 ekstraselliiler bolgesinde
iyon segici filtrelerin oldugu ve bu bélgenin histidin, sistein, lizin, aspartat veya
glutamat olmak tizere ¢inko ile etkilesen 20 farkli rezidii bolgesi icerdigi bilinmektedir.
Cinko, TRPM2 zayif kanal alanindaki por bdlgesi ile etkileserek kanalin
inaktivasyonunu indiikler (39, 83, 227). Ayrica ¢inko, ekstraselliiler ortamdan
intraselliiler ortama Ca*™ tagmmmasini saglayan NMDA reseptorii i¢in inhibitor olarak
davranir. Cinko eksikliginde NMDA reseptorii aktive olur ve intraselliller Ca**
konsantrasyonu artar. Intraselliiler Ca** konsantrasyonundaki artis, oksidatif strese
neden olan serbest radikallerin salinimini arttirir. Bunun yanisira ¢inko, bir prooksidan
enzim olan ve metallotiyonin sentezini indiikleyen NADPH oksidaz reseptoriinii inhibe
eder. Bunun sonucunda ¢inko eksikliginde, NADPH aktive olur ve reaktif oksijen tiirleri

ve nitrojen tiirleri artig gosterir (147, 226, 227).

Yetiskin sican kardiyak fibroblastlarinda eksprese edilen TRPM?2 kanallarinda
yapilan ¢alismada, hipoksik stresin hiicre membranindan gegen iyonik akimlar lizerinde
etkili oldugu bildirilmektedir. Hipoksinin Ca** kanallar1 tizerine etki ederek Ca** iyon
akisini etkiledigi ve hipoksik grupta, normoksik gruba gore akim yogunlugunun

istatistiksel olarak artis gosterdigi saptanmistir (87, 171, 176).

Sican Kkardiyak fibroblastlarinda TRPM2 kanallarinda yapilan c¢alismada,
hipoksiye maruz kalan hiicrelerin ortalama akim yogunlugunun, normoksiye maruz
kalan hiicrelerin ayn1 degerlerine gore, -70 mV’da anlamli derecede artarken, 10-40 mV
arasinda anlamli derecede azalma oldugunu bildirmislerdir. Ayrica hipoksiye maruz

kalan hiicrelerde -70 mV’da kenetleme yapildiginda hiicre igine yonelmis Ca™ akiminin



167

normoksiye gore % 297 oraninda artis gosterirken, 40 mV’da hiicre disina akim % 182

oraninda artig gosterdigini rapor etmislerdir (171).

Hipoksiye maruz kalan si¢can primer kortikol ndronlarinda voltaj bagiml
kalsiyum kanallarindan gecen Ca™ akiminin, normoksiye maruz birakilan hiicrelerin
ayn1 degerleri ile karsilastirildiginda artis gosterdigi, fakat sonrasinda 48 saat normoksi

uygulandiginda tekrar Ca*™ akiminin azaldig1 bildirilmistir (176).

Summers ve ark (214), glomus hiicrelerinde hiperkapninin hiicre i¢ine dogru

olan Ca™* akimini arttirdigini rapor etmislerdir.

Starkus ve ark (82), HEK293 hiicrelerinde ekstraselliiler asidik pH’1in TRPM2
kanallarinin  inaktivasyonunda etkili olan ikinci inhibitdr modiilatorii olarak
davrandigini rapor etmislerdir. Kanaldan gecen akimin inhibisyonu i¢in kanalin acik
olmas1 gerektigini ve negatif potansiyellerde inhibisyonun voltaj bagimli olarak daha
hizl1 gerceklestigini ifade etmislerdir. Ayrica artmis sitosolik pH tamponlama kapasitesi
veya intraselliiler Ca™ konsantrasyonu, ekstraselliiler asidifikasyonun olusturdugu kanal

inaktivasyon hizini azalttigini bildirmislerdir.

Yang ve ark (154), HEK293 hiicrelerinde TRPM2 kanal akimlar1 iizerine
cinkonun inhibisyon etkisi oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica, ¢inkonun etkisinde
TRPM2 kanalinin acik veya kapali durumda olmasmin 6nemli oldugunu; kanal agik
durumdayken ¢inkonun inhibe edici Ozellik gosterirken, kanal kapali durumda

oldugunda ise ¢inkonun etkisinin geri doniisiimlii oldugunu gostermislerdir.

Kim ve ark (231), primer kortikol néronlarda CoCl ile olusturulan kimyasal
hipoksi modelinde, hipoksinin sebep oldugu noéronal hiicre 6liimiinii ¢inkonun daha ¢ok
arttirdigini, deferokzamin veya NaNs ile olusturulan kimyasal hipoksi modellerinde ise
c¢inkonun, hipoksinin sebep oldugu ndronal hiicre 6liimiinii azaltarak antioksidan 6zellik

gosterdigi saptamislardir.

Insiilin salgilayan pankreatik B - hiicreleri (INS1) ve HEK293 hiicrelerinde H,02
ile uyarilan TRPM2 kanallarinda yapilan c¢alismada, hiicre 6lim oranmin artis
gosterdigi bildirilmistir. Oksidatif strese yol agan H202’in hiicre i¢i kalsiyum ve ¢inko
saliimini arttirdigint ve hiicre i¢i ¢inko konsantrasyonu artisinin hiicre oliimii ile
iligkili oldugu belirtmigtir. Ayrica, TRPM2 kanalinin Ca™ iyonlar1 diginda, ¢inko

iyonuna da gecirgen olabilecegi; intraselliiler ortamdan serbestlesen ¢inkonun,
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ckstraselliiler Ca*™ iyon girisini tetikleyerek, hiicre 6limiiniin artigindan sadece Ca*™
miktarinin artisinin degil aynt zamanda hiicre i¢i ¢inko konsantrasyonu artisinin da

esansiyel rol oynadigi rapor edilmistir (153).

Sarada ve ark (205), hipoksiye maruz kalan ndroblastoma hiicrelerinde
hipoksinin sitotoksisiteyi, serbest radikal iiretimini ve apoptozu arttirdigi, GSH, GSH-
Rx, GSH-Px ve SOD degerlerini azalttigini tespit etmislerdir. Selenyum ile inkiibe
edildikten sonra hipoksi uygulanan hiicrelerde kontrol grubunun ayni degerleri ile
karsilastirildiginda ise sitotoksisite ve serbest radikal tiretiminin azaldigini, GSH, GSH-

RX, GSH-Px ve SOD firetiminin arttigin1 gostermislerdir.

Naziroglu ve ark (43), CHO hiicrelerine ekstraselliiler selenyum uygulamasinin,
H20: ile indiikklenen TRPM2 akimini tamamen bloke ettigini, intraselliiler selenyum
uygulamasinin ise H20: ile indiiklenen TRPM2 akiminin inhibisyonunda 2-APB ve
ACA kadar etkili oldugunu bulmuslardir. TRPM2 akiminin inhibisyonunda,
intraselliiler selenyum uygulamasinin ekstraselliiler selenyum uygulamasina goére daha

etkili oldugunu rapor etmislerdir.

Calismamizda selenyum ile inkiibe edilen HEK293 hiicrelerinde, hipoksi ve
hiperkapninin indiikledigi oksidatif stresin azaldigt MDA ve LDH degerlerinin 6l¢iimii
ile gosterilmistir. Ayrica oksidatif stres ile indiiklenen TRPM2 kanallar1 iizerinde
selenyumun antioksidan etki gosterip kanalin aktivasyonunu ve kanaldan gegen Ca™
akimini azalttig1 gosterilmistir. Sadece hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan gruplara
gore selenyum ile inkiibe edildikten sonra hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan
gruplarda ortalama akim yogunlugunun azaldigini tespit ettik. Bu sonuglar, hipoksi ve
hiperkapninin etkisi ile artan oksidatif strese karsi selenyumun korucuyu etki

olusturdugunu ve hiicresel hasar1 6nledigini gostermektedir.

Ozgiil ve ark (232), CHO hiicrelerinde 2 saat siire ile 10 mM ekstraselliiler ya da
2 mM intraselliiler GSH inkiibasyonunun TRPM2 akiminin inhibisyonu i¢in yeterli

olmadigini gostermislerdir.

Hipoksiye maruz kalan sicanlarda plazma ve doku MDA degerlerinin, kontrol
grubunun ayni degerleri ile karsilastirldiginda artis gosterdigini; kan GSH, GSH-PX,
plazma protein ve selenyum konsantrasyonunun azaldigini tespit edilmistir. Selenyum

ilave edildikten sonra hipoksi uygulanan gruplarda MDA degerlerinin kontrol grubunun
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ayni degerlerine gore azaldigini, plazma ve doku GSH seviyesi ile kan ve doku GSH-Px

seviyesi ve plazma protein konsantrasyonunun artig gosterdigi rapor edilmistir (233).

Yilmaz ve ark (183) astrosit hiicre kiiltiirlinde, kimyasal yolla olusturulan
asidozlu grupta LDH degerlerinin  kontrol grubunun aymi degerleri ile
karsilastirildiginda anlamli olarak artis gosterdigini rapor etmislerdir. Ayrica GSH ile
inkiibe edilen asidozlu grupta LDH degerlerinin, asidozlu grubun ayni degerlerine gore

istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gosterdigini bildirmislerdir.

Insan mikroglia ve astrosit hiicreleri ile THP-1 ve U373 hiicrelerinde, GSH
sentezini inhibisyonunun oksidatif stresi indiikledigi ve TNF-a, IL-6 ve nitrit
iyonlarinin saliniminin arttigi rapor edilmistir. Hiicreler GSH ile inkiibe edildiginde,
TRPM2 kanallarindan gegen Ca'™ akiminin inhibe oldugu ve GSH sentezinin

azalmasinin néroinflamasyondan sorumlu oldugu belirtilmistir (162).

Belrose ve ark (164), hipokampal piramidal néronlarina GSH sentezinin dnciisii
olan NAC tedavisi uygulandigt zaman, TRPM2 kanallarinda ortalama akim
yogunlugunun azaldigini, GSH sentezi inhibe edildigi zaman ortalama akim
yogunlugunun arttigmi tespit etmislerdir. Ayrica, GSH’un TRPM2 kanalini inhibe

ettigini gostermislerdir.

Glutatyonun antioksidan etkisi {izerine yapilan c¢alismalarda, glutatyonun
enzimatik etki ile hiicrelerde olusan lipid peroksidasyonu azalttig1 ifade edilmektedir

(230).

Bizim c¢alismamizda da glutatyon ile inkiibe edilen gruplarda lipid
peroksidasyon gostergesi olarak bilinen MDA ve hiicre membran hasarini gosteren
LDH degerlerinin, sadece hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanan gruplarin ayni

degerlerine gore azaldig1 gosterilmistir.

Hipoksi ve hiperkapninin farkli siirelerde HEK293 hiicrelerine uygulanmasi ile
TRPM2 kanallarindan hiicre igine gegen Ca™ akimlarinin degerlendirilmesi sonucunda,
hipoksi ya da hiperkapni uygulama siiresinin artmasina bagli olarak hiicre igine giren
Ca"™ akiminin da artig gosterdigi bulundu. Hipoksi ve hiperkapninin uygulama siiresinin
artis1, hiicrelerde Ca™ akigimi arttirarak hiicre i¢i organellerden daha fazla Ca™
saliimint tetikleyebilir ve oksidatif stresi arttirarak hiicre membran gegirgenligini bozar

ve geri donlislimsiiz slireglere neden olabilir.
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Hipoksik ve hiperkapnik gaz uygulanmasinin Ca** kanal akimlar1 tizerine
etkilerini, hiicre i¢i ortamlarin asidik yone kaymasina bagli olarak aciklayabiliriz.
Hipokside hiicrenin ATP tiretimi igin gerekli olan oksijenin yetersizligi, ortamda laktik
asidin birikmesine neden olacaktir. Bir metabolik asit olan laktik asitin etkisi, hiicre ve
hiicre i¢i organellerin membranlarinda hasara sebep olacak ve hiicre fonksiyonlarini
olumsuz yonde etkileyecektir. Bu nedenle laktik asidin hiicre i¢inde stres ortami
olusturdugunu kabul edebiliriz. Hiicrelerin bulundugu ortamdan karbondioksit

gecirilmesinde de karbonik asit olusup benzer etkiler ortaya ¢ikacaktir.

Sadece H' iyonu konsantrasyonunun hiicre i¢i ve hiicre dis1 degisiklikleri ile
Ca'" kanal akimlar tizerinde yapilmis ¢aligmalarda (82, 234, 235), hem hiicre i¢i hem
de hiicre dist H* iyonu konsantrasyonu artisginin, Ca** kanalin1 inhibe ettigi
belirtilmektedir. Deney sartlarimizda hipoksi ve hiperkapninin hiicre i¢i oksidatif stres
acisindan diger arastirmalardan farkli bir ortam olusturdugunu diistinmekteyiz. Bu
nedenle yukaridaki ¢alismalarda 6zel deney sartlarinda H iyonu artisinin, Ca*™ kanalini

inhibe ettigi ifade edilmesine ragmen biz farkli bir degerlendirme yapmaktayiz.

Hipoksik ve hiperkapnik ortamlar birbirine benzer olarak TRPM?2 kanallarindan
gecen Ca™ akim yogunlugunun, normoksi grubuna gore anlamli artisina sebep
olmustur. Arastirmamizda hipoksi ve hiperkapninin lipid peroksidasyon gostergeci olan
MDA ve hiicre membran hasarini gosteren LDH’1 arttirdig1 ortaya konularak, ROS’lar
arttirdig1 gosterilmistir. Bulgularimiza gore; muhtemel olarak hipoksi ve hiperkapninin
hiicre i¢i ROS artig1 ile beraber H" iyonu miktarim1 da arttirdigi ve boylece, Ca*™
akimmin dolayisi ile hiicre i¢i Ca™ miktarinin artisina neden oldugunu sdyleyebiliriz.
Ca"™ akim yogunlugunun artmasimin birincil nedeni ROS artisidir. Ancak H* iyonu

artisinin da bu etkiye katki sagladigini diisiinmekteyiz.
Sonug olarak;

¢ Hipoksi ve hiperkapninin HEK293 hiicrelerinde TRPM2 kanal
aktivitesini ve hiicre igine giren Ca*™ akimim arttirarak hiicre igi

oksidatif strese neden oldugu saptandi,

% Hipoksi ve hiperkapni uygulama siiresi arttikca, oksidatif stres ve hiicre

membran hasarinin anlamli olarak artis gosterdigi tespit edildi,
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Cinko, selenyum ve glutatyon uygulamasinin, hipoksi ve hiperkapninin
sebep oldugu oksidatif stresi azalttigi, bunun sonucunda oksidatif stresin
neden oldugu hiicresel hasara karst bu antioksidanlarin koruyucu etki

olusturduklar1 sonucuna varildi,

Hipoksi ve hiperkapninin hiicresel diizeyde etki mekanizmasinin
aragtirilmasi, hiicre membran biitiinligii, Ca™ iyon dengesi, lipidler ve
proteinler lizerinde olusturabilecegi etkileri ve bu etkilere karsi
antioksidanlarin ve TRPM2 kanal aktivasyonunun etki mekanizmalarinin
birlikte arastirilmasi agisindan ¢alismamiz diger arastirmalardan farklilik

gostermektedir,

HEK293 hiicrelerinde TRPM2 Ca*™* iyon kanallari lizerinde yapilan
arastirmamiz ~ sonucunda elde edilen  bulgularimizin,  farkl
konsantrasyonda ve siirede antioksidanlar ile inkiibe edilen degisik hiicre

hatlarinda yapilarak desteklenmesi gerekmektedir,

Bu arastirma 6zellikle hipoksi ve hiperkapninin bobrek ve Kimoreseptor

hiicre membranlarindaki Ca** akimina etkileri {izerine olabilir.
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