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ÖZET 
 

Oksijen Glukoz Yoksunluğu ile Oluşturulan İskemik Miyelin Hasarı Modelinde 
Resveratrolün Oligodendrosit İyon Kanalları Üzerine Etkisi 

 

Amaç: Multipl skleroz (MS), Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’de miyelin kaybı ile 
karakterize kronik nörodejeneratif bir hastalıktır. MS patogenezinde oligodendrosit iyon 
kanal düzensizlikleri önemli rol oynamaktadır. Bu çalışmada, oksijen-glukoz yoksunluğu 
(OGD) ile oluşturulan iskemik miyelin hasarı modelinde resveratrolün Kir4.1, TRPM4 
ve TRPA1 iyon kanalları üzerindeki etkilerinin araştırılması amaçlandı. 

Materyal ve Metot: 10-17 günlük BALB/c türü farelerden elde edilen 225 µm 
kalınlığındaki akut beyin dilimleri Kontrol, Resveratrol (50 µM), İskemi (OGD) ve 
Resveratrol+İskemi olmak üzere dört gruba ayrıldı. Oligodendrositler Olig2 
immünofloresan boyaması ile doğrulandı. Tüm-hücre voltaj-clamp yöntemiyle patch-
clamp kayıtları alındı. TRPA1, Kir4.1 ve TRPM4 akım komponentleri sırasıyla 
polygodial, BaCl₂ ve 9-fenantrol uygulamaları sonrası subtraction yöntemiyle ayrıştırıldı. 
Olig2, Kir4.1, TRPM4, BCL-2, BAX ve Kaspaz-3 protein ekspresyonları Western blot 
ile değerlendirildi. 

Bulgular: İskemi grubunda Kir4.1 ve TRPM4 akım komponentlerinin belirgin 
şekilde baskılandığı saptandı. Resveratrol+iskemi grubunda akım genlikleri düşük 
kalmasına rağmen, iyon kanallarının farmakolojik modülasyonu iskemi grubuna göre 
anlamlı düzeyde korundu (p<0.05). Western blot analizinde TRPM4 ve Olig2 
ekspresyonlarının resveratrol+iskemi grubunda azaldığı belirlendi (p<0.05). Kir4.1, 
BCL-2, BAX ve Kaspaz-3 düzeylerinde ise anlamlı farklılık saptanmadı (p>0.05). 

Sonuç: Akut iskemik miyelin hasarında Kir4.1 fonksiyon kaybı büyük ölçüde 
reversibl post-translasyonel mekanizmalarla ilişkili görünürken, TRPM4 hem 
fonksiyonel hem protein düzeyinde azalmıştır. Resveratrol, iyon kanallarının 
elektrofizyolojik yanıt verebilirliğini koruyarak nöroprotektif potansiyel sergilemiştir. Bu 
bulgular MS için yeni nöroprotektif yaklaşımlara katkı sağlayabilir. 

Anahtar Kelimeler: İskemik miyelin hasarı, Kir4.1, Multipl skleroz, 
Oligodendrosit, Resveratrol, TRPM4
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ABSTRACT 
 

The Effect of Resveratrol on Oligodendrocyte Ion Channels in an Ischemic Myelin 
Injury Model Induced by Oxygen-Glucose Deprivation 

 

Objective: Multiple sclerosis (MS) is a chronic neurodegenerative disease 
characterized by myelin loss in the central nervous system, in which oligodendrocyte ion 
channel dysfunction plays a key pathogenic role. This study investigated the effects of 
resveratrol on Kir4.1, TRPM4, and TRPA1 ion channels in an oxygen–glucose 
deprivation (OGD)-induced ischemic myelin injury model. 

Materials and Methods: Acute brain slices (225 µm thick) obtained from 10–
17-day-old BALB/c mice were divided into four groups: Control, Resveratrol (50 µM), 
Ischemia (OGD), and Resveratrol+Ischemia. Oligodendrocytes were identified by Olig2 
immunofluorescence staining. Patch-clamp recordings were performed using the whole-
cell voltage-clamp configuration. TRPA1, Kir4.1, and TRPM4 current components were 
isolated by the subtraction method following administration of polygodial, BaCl₂, and 9-
phenanthrol, respectively. Protein expression levels of Olig2, Kir4.1, TRPM4, BCL-2, 
BAX, and Caspase-3 were evaluated by Western blot analysis. 

Results: Kir4.1 and TRPM4 current components were markedly suppressed in the 
ischemia group. Although current amplitudes remained reduced in the 
Resveratrol+Ischemia group, pharmacological modulation of ion channels was 
significantly preserved compared with the ischemia group (p<0.05). Western blot analysis 
showed reduced TRPM4 and Olig2 expression levels in the Resveratrol+Ischemia group 
(p<0.05), whereas no significant differences were detected in Kir4.1, BCL-2, BAX, or 
Caspase-3 expression levels (p>0.05). 

Conclusion: In acute ischemic myelin injury, the loss of Kir4.1 function appears 
to be largely associated with reversible post-translational mechanisms, whereas TRPM4 
is reduced at both functional and protein levels. Resveratrol demonstrated neuroprotective 
potential by preserving the electrophysiological responsiveness of these ion channels. 
These findings may contribute to the development of novel neuroprotective strategies for 
multiple sclerosis. 

Keywords: İschemic myelin injury, Kir4.1, Multiple sclerosis, Oligodendrocyte, 
Resveratrol, TRPM4 
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

 

% : Yüzde 

°C : Santigrat derece 

µL : Mikrolitre 

µM : Mikromolar 

µm : Mikrometre 

9-fenantrol : TRPM4 kanal blokeri (9-phenanthrol) 

aCSF : Yapay Beyin Omurilik Sıvısı (artificial cerebrospinal fluid) 

ADEM : Akut Yaygın Ensefalomiyelit 

ALS : Amyotrofik Lateral Skleroz 

AMPA : α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit 

ANOVA : Varyans analizi (Analysis of variance) 

APS : Amonyum Persülfat 

ATP 

Ba+2 

: 

: 

Adenozin Trifosfat 

Baryum iyonu 

BaCl₂ : Baryum klorür 

BAX : Bcl-2 İlişkili X proteini (Bcl-2-Associated X protein) 

BCL-2 : B-hücreli Lenfoma 2 (B-cell Lymphoma 2) 

CaCl₂ : Kalsiyum Klorür 

Cav1.2/Cav1.3 : Voltaj Kapılı L Tipi Kalsiyum Kanalları 
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Ca2+ : Kalsiyum iyonu 

CC : Akım-kenetleme (current-clamp) 

CO₂ : Karbondioksit 

DAPI : 4',6-diamidino-2-fenilindol 

DMSO : Dimetil Sülfoksit 

E_rev : Reversal (denge) potansiyeli 

EAE : Deneysel Otoimmün Ensefalomiyelit 

ECL : Geliştirilmiş Kemilüminesans (Enhanced 

Chemiluminescence) 

EGTA : Etilen Glikol Tetraasetik Asit 

ER : Endoplazmik Retikulum 

FGF : Fibroblast Büyüme Faktörü 

GHK 

GST 

: 

: 

Goldman–Hodgkin–Katz 

Glutatyon-S-Transferaz 

GTP : Guanozin Trifosfat 

HEPES : 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansülfonik asit 

HRP : Yaban Turpu Peroksidazı (Horseradish Peroxidase) 

H⁺ : Hidrojen iyonu 

IL-10 : İnterlökin 10 

IL-1β : İnterlökin 1 Beta 

I–V : Akım-voltaj (current-voltage) 
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KBB : Kan-Beyin Bariyeri 

KCl : Potasyum Klorür 

KCNJ10 : Kir4.1 Kanalını Kodlayan Gen 

KCNK3 : TASK-1 Kanalını Kodlayan Gen 

kDa : Kilodalton 

Kir4.1 : İçe Doğrultucu Potasyum Kanalı 4.1 (Inwardly Rectifying 

Potassium Channel 4.1) 

KOH : Potasyum Hidroksit 

Kv1.3/Kv1.5 : Voltaj Kapılı Potasyum Kanalları 

K⁺ : Potasyum iyonu 

LPC : Lizofosfatidilkolin 

M : Molar 

MBP : Miyelin Bazik Proteini (Myelin Basic Protein) 

mg : Miligram 

MgCl₂ : Magnezyum Klorür 

min : Dakika 

ml : Mililitre 

mM : Milimolar 

MOG : Miyelin Oligodendrosit Glikoproteini 

mRNA : Mesajcı ribonükleik asit 

ms : Milisaniye 
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MS : Multipl Skleroz 

MSS : Merkezi Sinir Sistemi 

mV : Milivolt 

MΩ : Megaohm 

nA : Nanoamper 

NaCl : Sodyum Klorür 

NaHCO₃ : Sodyum Bikarbonat 

Nav1.2/Nav1.6 : Voltaj Kapılı Sodyum Kanalları 

NCX : Sodyum-Kalsiyum Değiştiricisi 

NHE : Sodyum-Hidrojen Değiştiricisi 

NMDA 

NRF2 

: 

: 

N-metil-D-aspartat 

Nükleer Faktör Eritroid 2 ile İlişkili Faktör 2 

NO 

nS 

: 

: 

Nitrik Oksit 

Nanosiemens 

OGD : Oksijen-Glukoz Yoksunluğu (Oxygen-Glucose 

Deprivation) 

Olig2 : Oligodendrosit Transkripsiyon Faktörü 2 

OPC : Oligodendrosit Projenitör Hücresi (Oligodendrocyte 

Precursor Cell) 

pA : Pikoamper 

PBS : Fosfat Tamponlu Salin (Phosphate-Buffered Saline) 

PDGF : Trombosit kaynaklı büyüme faktörü 
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PFA : Paraformaldehit 

pH : Hidrojen İyonu Konsantrasyonunun Negatif Logaritması 

PLP : Proteolipid Protein 

polygodial : TRPA1 Kanal Blokeri 

PSS : Periferik Sinir Sistemi 

PVDF : Poliviniliden Florür 

RI : Doğrultma İndeksi (Rectification İndex) 

RM ANOVA : Tekrarlı ölçümler ANOVA (repeated-measures ANOVA) 

RMP : Dinlenim Membran Potansiyeli (Resting Membrane 

Potential) 

ROS : Reaktif Oksijen Türleri (Reactive Oxygen Species) 

RPM : Dakikadaki Devir Sayısı (Revolutions Per Minute) 

sCaLTs : Spontan Kalsiyum Geçişleri (Spontaneous Calcium 

Transients) 

SD : Standart Sapma (Standard Deviation) 

SDS : Sodyum Dodesil Sülfat 

SDS-PAGE : Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

SEM : Standart Hata Ortalaması (Standard Error of the Mean) 

Shh : Sonic Hedgehog 

SIRT1 : Sirtuin 1 

SOCE : Depo Kontrollü Kalsiyum Girişi (Store-Operated Calcium 

Entry) 
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STIM : Stromal İnteraksiyon Molekülü (Stromal İnteraction 

Molecule) 

SUR1 : Sülfonilüre Reseptörü 1 

TASK-1 : İki Por Domeyinli Potasyum Kanalı (KCNK3 Geni) 

TBST : Tris Tamponlu Salin + Tween-20 

TEMED : N,N,N′,N′-tetrametiletilendiamin 

Th17 

TMEM16A 

: 

: 

Yardımcı T17 hücreleri 

Anoctamin-1 kanalı 

TNF-α : Tümör Nekroz Faktörü Alfa 

Tris-HCl : Tris(Hidroksimetil)Aminometan Hidroklorür 

TRP : Geçici Reseptör Potansiyeli (Transient Receptor Potential) 

TRPA1 : Geçici Reseptör Potansiyeli Ankirin 1 

TRPM2 : Geçici Reseptör Potansiyeli Melastatin 2 

TRPM4 : Geçici Reseptör Potansiyeli Melastatin 4 

TRPM8 : Geçici Reseptör Potansiyeli Melastatin 8 

V : Volt 

V_rev : Reversal (Denge) Potansiyeli 

VC : Voltaj-kenetleme (voltage-clamp) 

Wnt : Wingless-Related İntegration Site (Sinyal Yolağı) 
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1. GİRİŞ 

 

Miyelin kılıfı, sinir hücrelerinin uzantıları olan aksonların etrafındaki koruyucu 

bir yalıtım tabakasıdır (1). Bu tabaka, sinir iletiminin hızını artırır ve sinir iletiminin 

düzgün bir şekilde gerçekleşmesini sağlar. Miyelin kılıfı, lipit ve proteinlerden oluşur ve 

sinir liflerini sarar (2). Miyelin kılıf Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’de oligodendrosit 

denilen glial hücreleri tarafından yapılır. Oligodendrosit projenitör hücreleri (OPC), 

oligodendrositlerin öncüleri olarak kabul edilir ve miyelin oligodendrosit hücrelerine 

farklılaşarak miyelin yapım sürecinin başlatılmasından sorumludur (3). Bunun yanında 

OPC’ler miyelin yapımı ve bakımı için gerekli olan hücresel bileşenleri üretme 

yeteneğine sahiptirler. Bu hücreler, MSS’deki sinir iletimini hızlandırmak ve sinir liflerini 

korumak için kritik bir rol oynarlar (4-6). Oligodendrositler, miyelinizasyonun yanı sıra 

potasyum homeostazı ve aksonal mikroçevrenin düzenlenmesinde görev alan iyon 

kanalları sayesinde nöronal fonksiyonların devamlılığında önemli rol oynarlar (7). 

Demiyelinizan hastalıklar, MSS’de (beyin ve omurilik) bulunan miyelin kılıfının 

hasar görmesi veya kaybı ile karakterize olan nörolojik bozukluklardır. Bu tür hastalıklar, 

miyelin kılıfının yıkılması nedeniyle sinir iletiminin bozulması sonucu çeşitli nörolojik 

semptomların ortaya çıkmasıyla tanınır. Demiyelinizan hastalıkların en yaygın olanı 

Multipl Skleroz (MS)’tir. MS, bağışıklık sisteminin yanlışlıkla kendi miyelin kılıfına 

saldırması sonucu ortaya çıkar. Hastalık genellikle tekrarlayan nörolojik ataklar ve 

remisyon dönemleri ile seyreder. MS, görme bozuklukları, hareket sorunları, yorgunluk 

ve buna benzer başka semptomlara yol açabilir (8). 

Resveratrol; üzüm kabuğu ve yer fıstığı gibi kaynaklardan elde edilen, çok yönlü 

biyolojik etkilerine (anti-inflamatuar, anti-trombosit vb.) ek olarak güçlü nöroprotektif 

potansiyel barındıran bir polifenoldür. Yapılan çalışmalar resveratrolün iskemiye bağlı 

beyin hasarına karşı etkili olduğunu ve resveratrolün, vasküler endotelyal hücrelerdeki 

kalsiyum (Ca2+) ile aktifleştirilen potasyum (K+) kanalları, ventriküler miyositlerdeki L-

tipi Ca2+ akımları dahil olmak üzere birçok iyon kanalının fonksiyonlarını modüle 

edebildiğini ileri sürmüştür (9-11). 

Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPA1) kanalı nöronların, 

oligodendrositlerin ve diğer hücre tiplerinin membranlarında bulunan iyon kanalıdır. Bu 



2 

 

kanal ağrı, sıcaklık, inflamasyon ve mekanik uyarıcılar başta olmak üzere bir dizi 

kimyasal ve fiziksel uyarana karşı hassasiyet gösterir. Ayrıca, TRPA1 kanalları, 

inflamatuvar yanıtların ve nörojenik inflamasyonun düzenlenmesinde de önemli bir rol 

oynar. Bu nedenle, TRPA1 kanalları, nörolojik hastalıkların ve ağrı sendromlarının 

anlaşılması ve tedavisi açısından önemli bir araştırma alanını temsil eder (12, 13). 

Hamilton ve arkadaşlarının hücre kültüründe iskemik miyelin hasarı modeliyle yaptığı 

bir çalışmada TRPA1 kanalının farmakolojik olarak antagonize edilmesinin MS sonucu 

oluşan miyelin hasarını anlamlı derecede azalttığı bulunmuştur (14). İskemide hipoksik 

şartlardan ötürü oligodendrositlerde artmış hidrojen (H+) iyonu konsantrasyonu TRPA1 

kanalının aktivasyonunu sağlar ve bu durum hücre içerisindeki Ca2+ ve Mg2+ 

konsantrasyonlarını arttırır. Böylelikle artan bu konsantrasyonlara bağlı olarak 

oligodendrosit hasarı artabilir. Bu da demiyelinizasyon oluşumunda etkili olabilir (14).  

Inwardly Rectifying Potassium Channels/içe doğrultucu potasyum kanalı 4.1 

(Kir4.1) kanalı, özellikle MSS’deki nöronlarda ve glial hücrelerde bulunan bir potasyum 

kanalıdır. Oligodendrosit ve astrosit gibi hücrelerde bu kanal nöronal aktivite sırasında 

hücre dışı K+'nın uzaklaştırılmasına yardımcı olduğundan, genel işlev kaybı ciddi 

nörolojik durumlarla ilişkilidir (7). Son araştırmalar, Kir4.1 kanallarının MS 

patofizyolojisindeki potansiyel rolünün varlığına işaret etmektedir. Kir4.1 kanal 

aktivitesinin azalmasının astrosit ile oligodendrositlerin işlev bozukluğuna ve bağışıklık 

sistemi hücrelerinin MSS’de zarar verme yeteneğinin artmasına yol açabileceğini öne 

sürmektedir. Bu, MS hastalarında görülen demiyelinizasyonun ve nöroinflamasyonun bir 

sonucu olarak sinir hücrelerinin hasar görmesine katkıda bulunabilir. Bunun yanında 

yapılan bir çalışmada Kir4.1 kanalının nöronların metabolizması için önemli olan glikoz 

temini ve laktat uzaklaştırılması noktasında rolleri olduğunu göstermektedir. Bu kanalın 

eksikliğinde bu fonksiyonlarda bozulma olacağı için demiyelizasyon da artmaktadır (15). 

Ca2+ ile aktifleştirilen, seçici olmayan bir katyon kanalı olan geçici reseptör 

potansiyeli melastatin üyesi 4 (TRPM4)'ün, bağışıklık tepkisinde, insülin 

salgılanmasında, kardiyovasküler hastalıklarda ve kanserde hücre zarı depolarizasyonuna 

aracılık ettiği bilinmektedir (16). Oligodendrositlerde bulunan TRPM4 kanalları, 

membran potansiyelini depolarize ederek nöronal uyarılabilirliği artırabilir ve aynı 

zamanda bu yolla dolaylı olarak intrasellüler Ca2+ konsantrasyonunu artırabilir. Bu, 

oligodendrositlerin işlevselliğini etkileyebilir ve miyelin oluşturma yeteneklerini 

azaltabilir. Ayrıca, TRPM4 kanallarının inflamatuvar yanıtları düzenleyebileceği ve bu 
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yolla MS'in inflamatuvar bileşenlerini modüle edebileceği düşünülmektedir. Bu nedenle, 

oligodendrositlerde bulunan TRPM4 kanallarının, MS patofizyolojisinin daha iyi 

anlaşılması ve tedavi stratejilerinin geliştirilmesi açısından potansiyel bir hedef 

olabileceği düşünülmektedir. Farelerde deneysel otoimmün ensefalomiyelit (EAE) 

modeliyle yapılmış bir çalışmada, TRPM4’ün knockout edilmesinin klinik semptomları 

iyileştirdiği ve hastalığın ilerlemesini hafiflettiği gösterilmiştir (16, 17).   

Sonuç olarak MS patogenezi, inflamasyonla tetiklenen ancak mitokondriyal 

disfonksiyon ve iyon kanalı düzensizlikleriyle ilerleyen bir süreçtir. 

Oligodendrositlerdeki Kir4.1 kaybı ve TRPM4 ile TRPA1 aktivasyonu arasındaki 

patolojik ilişkinin aydınlatılması ve resveratrol gibi çok yönlü bir potansiyel ajanın, bu 

kanallar üzerindeki düzenleyici etkilerinin gösterilmesi, kesin tedavisi bulunmayan MS 

hastalığı için yeni nöroprotektif stratejilerin geliştirilmesine olanak sağlayabilir. Bununla 

birlikte, oligodendrositlerin Kir4.1, TRPM4 ve TRPA1 iyon kanallarının iskemik miyelin 

hasarındaki fonksiyonel dinamiklerinin ex vivo akut beyin dilimlerinde tüm-hücre patch-

clamp düzeyinde aynı deneysel eksende karakterize edildiği çalışmalar oldukça sınırlıdır. 

Özellikle resveratrol gibi çok yönlü doğal bir bileşiğin bu üç kanal üzerindeki birleşik 

elektrofizyolojik etkisi henüz tam olarak tanımlanmamıştır. Mevcut literatür çoğunlukla 

nöron veya hücre kültürü modellerinde yapılan, tek kanal hedefli çalışmaları içermekte 

olup, OGD ile indüklenen iskemik koşullarda farmakolojik olarak ayrıştırılmış kanal 

komponentlerinin Corpus Callosum oligodendrositleri özelinde değerlendirildiği 

bütüncül bir veri seti bulunmamaktadır. Bu çalışma, söz konusu bilgi boşluğunu 

doldurmak amacıyla oligodendrosit-spesifik koşullarda Kir4.1, TRPM4 ve TRPA1 akım 

komponentlerini eş zamanlı ele almakta ve resveratrolün koruyucu rolünü hem 

fonksiyonel düzeyde hem de (Kir4.1 ve TRPM4 için) protein ekspresyon düzeyinde 

değerlendirmektedir. Bu bilgiler ışığında bu çalışmanın amacı; oluşturulan oksijen-

glukoz yoksunluğu (OGD) iskemik modelinde, oligodendrositlerde bulunan Kir4.1, 

TRPA1 ve TRPM4 kanallarının patch-clamp yöntemiyle fonksiyonlarının ve Kir4.1 ile 

TRPM4 kanallarının western blot yöntemiyle protein ekspresyon düzeylerinin ölçülerek 

resveratrolün bunlar üzerine etkinliğini araştırmaktır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Miyelin Kılıf 

Miyelin kılıf, omurgalı canlıların sinir sisteminde aksonların etrafını sararak 

elektriksel yalıtım sağlayan, lipitten zengin, özelleşmiş bir kılıf yapısıdır. MSS’de 

oligodendrositler tarafından, periferik sinir sisteminde (PSS) ise Schwann hücreleri 

tarafından üretilir. Bu kılıf, aksiyon potansiyelinin Ranvier düğümleri arasında sıçrayıcı 

(saltatory) iletimle yüksek hızda ve enerji verimli ilerlemesini sağlar. Ağırlığının yaklaşık 

%70-80’ini lipitlerin oluşturduğu miyelin kılıf, yüksek kolesterol içeriği ile fosfolipitler 

(fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin), sfingolipitler (sfingomiyelin) ve 

glikolipitlerden (galaktoserebrozid ve sulfatid) oluşan kompleks bir lipid 

kompozisyonuna sahiptir. Bu kılıf, Miyelin Bazik Proteini (MBP) ile Proteolipid Protein 

(PLP) gibi özgül proteinler sayesinde diğer biyolojik membranlardan ayrılır (18, 19). 

Yalıtım işlevinin ötesinde, aksonlara metabolik destek (örneğin laktat transferi) de 

sağlayarak nöronal sağkalım ve aksonal bütünlük için kritik bir mikroçevre oluşturur (1, 

20). 

Şekil 2.1. Oligodendrosit Projenitör Hücrelerinin (OPC) miyelin oluşturma aşamaları (1). 

MBP mRNA 

taşınımı, 
translasyon 
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MSS'de miyelin oluşumu (myelinizasyon), oligodendrosit prekürsör hücrelerinin 

(OPC) olgun oligodendrositlere farklılaşmasıyla başlayan karmaşık bir süreçtir (Şekil 

2.1.). Tek bir oligodendrosit, bazen 50'ye varan uzantı göndererek birden fazla akson 

segmentini aynı anda miyelinleyebilir. Bu süreç, oligodendrositlerin olağanüstü membran 

sentez kapasitesi ve yüksek metabolik hızı gerektirir. Yüksek enerji gereksinimi 

nedeniyle oligodendrositler oksidatif stres ve iskemi/hipoksiye ek olarak 

eksitotoksisiteye karşı oldukça duyarlıdır. Özellikle glutamat ve aspartat gibi eksitatör 

amino asitlerin AMPA/kainat ve NMDA reseptörlerini aşırı uyarması sonucu gelişen Ca2+ 

girişine bağlı eksitotoksik süreçler oligodendrosit hasarı ve miyelin kaybına yol 

açabilmektedir. Miyelin kılıfın stabilitesi, hücre içi iyon dengesinin titiz korunmasına 

bağlıdır. Bu denge bozulduğunda miyelin tabakalarında şişme, vakuolizasyon ve sonunda 

demiyelinizasyon meydana gelir (1, 14, 18, 21-23). 

2.1.1. Demiyelinizan Hastalıklar 

Demiyelinizan hastalıklar, MSS veya PSS’de aksonları saran miyelin kılıfının 

hasar veya kaybıyla karakterize heterojen nörolojik bozukluklardır. Miyelin, 

oligodendrositler ve Schwann hücreleri tarafından üretilen, elektriksel iletimi hızlandıran 

bir membran yapısıdır ve bütünlüğünün bozulması sinir iletiminde azalmaya, buna bağlı 

duyusal-motor-bilişsel disfonksiyonlara yol açar. Patogenezde otoimmün yanıtlar, 

inflamasyon, enfeksiyonlar, metabolik/genetik/çevresel faktörler rol oynar. En yaygın 

olanı kronik ve tekrarlı inflamasyonlarla karakterize olan MS hastalığıdır. Bu hastalık 

miyelinde inflamasyon, demiyelinizasyon, gliozis ve aksonal kayıp içeren ubo plakları 

denen lezyonlarla ortaya çıkar. Güncel çalışmalar, bu hastalıkların miyelin kaybının 

ötesinde aksonal dejenerasyon ve nörodejenerasyonu içerdiğini, progresif evrelerde kalıcı 

sakatlıkta kritik olduğunu vurgular. MS dışında Akut Yaygın Ensefalomiyelit (ADEM), 

Nöromiyelit optika spektrum bozukluğu (NMOSD veya Devic hastalığı), Baló sklerozu 

ve lökodistrofileri gibi hastalıklar da demiyelinizan hastalıklardandır (24-26). 

Güncel araştırmalar, multipl skleroz (MS) patogenezinin yalnızca immünolojik 

dengesizliklerle sınırlı olmadığını, sürece sanal hipoksi (virtual hypoxia) olarak 

tanımlanan bir enerji yetersizliği mekanizmasının da eşlik ettiğini göstermektedir. 

İnflamasyonun tetiklediği mitokondriyal disfonksiyon ve ödem aksonal yapılarda ve 

oligodendrositlerde ciddi bir enerji krizine yol açarak ATP seviyelerini düşürmekte, bu 
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durum ise Na+/K+-ATPaz gibi iyon pompalarının fonksiyonel kaybına neden olmaktadır. 

Neticede, iskemik hasara benzer bir kaskadın devreye girmesiyle miyelin bütünlüğü 

bozulmakta, sinir iletimi kesintiye uğramakta ve kalıcı nörolojik defisitler ortaya 

çıkmaktadır. (27-29). 

Oligodendrositlerdeki iyon kanalları, miyelin bütünlüğünün korunmasında ve MS 

patofizyolojisinde kritik rol oynar. Kir4.1 kanalları, nöronal aktivite sırasında açığa çıkan 

potasyumu hücre içine alarak "potasyum tamponlaması" sağlar ve miyelin stabilitesini 

korur. MS ile iskemik hasarda Kir4.1 ekspresyonunun azalması potasyum birikimine, 

hücre depolarizasyonuna ve oligodendrosit ölümüne yol açar. Enerji tükenmesinde aktive 

olan TRPM4 kanalları ise aşırı sodyum girişi ve su akışıyla ozmotik şişmeye neden olarak 

miyelin ayrışmasını tetikler. Bu mekanizma iskemik miyelin hasarının temel 

unsurlarındandır (16, 30). 

Oksidatif stres ve inflamatuar mediatörlere duyarlı TRPA1 kanallarının 

aktivasyonu, oligodendrositlerde hücre içi kalsiyum seviyelerini patolojik düzeylere 

yükseltir. Miyelin hasarlı bölgelerde kalsiyum birikimi, kalpainler gibi kalsiyuma bağımlı 

proteazları tetikleyerek miyelin proteinlerini ve hücre iskeletini yıkar. MS'in inflamatuar 

ve iskemik bileşenlerinde Kir4.1 fonksiyon kaybı ile TRPM4/TRPA1 aşırı aktivasyonu, 

miyelin yıkımını tetikleyen kısır döngü oluşturur. (14, 31, 32). 

2.2. Multipl Skleroz (MS) 

Multipl Skleroz (MS); MSS’de kronik, inflamatuar, demiyelinizan ve 

nörodejeneratif karakterli ataklarla seyreden bir hastalık olup, genç erişkinlerde travma 

dışı nörolojik engelliliğin en yaygın nedenidir. Hastalığın etyolojisi henüz tam olarak 

aydınlatılamamış olsa da genetik olarak yatkın bireylerde viral enfeksiyonlar (örneğin 

Epstein-Barr virüsü), D vitamini eksikliği ve sigara gibi çevresel faktörlerin 

tetiklemesiyle ortaya çıkan karmaşık bir nöroinflamatuvar süreç olduğu kabul 

edilmektedir (33-35). Patolojik olarak MS; kan-beyin bariyerinin (KBB) bozulması, Th1 

ve Th17 artışı ile Treg azalması sonucu perivasküler alana otoreaktif T ve B 

lenfositlerinin infiltrasyonu, mikroglia/makrofaj aktivasyonu, oligodendrosit kaybı ve 

aksonal hasar ile karakterizedir. MS geleneksel olarak bir MSS beyaz cevher hastalığı 

olarak kabul edilse de güncel veriler gri maddede de yaygın demiyelinizasyon 

gerçekleştiğini kanıtlamaktadır. Özellikle ilerleyici MS formlarında belirginleşen subpial 

kortikal lezyonlar, inflamatuar yanıtın beyaz maddeye oranla daha düşük olması ve 
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mevcut görüntüleme tekniklerinin (MRG) sınırlılıkları nedeniyle sıklıkla gözden 

kaçmaktadır. Buna rağmen, gri madde lezyonlarının içerdiği belirgin aksonal ve nöronal 

hasar, kortikal patolojilerin MS patogenezindeki kritik rolünü ortaya koymaktadır. (27, 

36, 37). 

Hastalığın klinik seyri, 2013 yılında yenilenen uluslararası kriterlere göre temel 

fenotiplere ayrılmıştır. Hastaların yaklaşık %85'i, akut ataklar ve bunları takip eden tam 

veya kısmi iyileşme dönemleriyle karakterize "Ataklarla Seyreden MS" (Relapsing-

Remitting MS, RRMS) tanısı alır. Bu formda başlangıçta inflamatuar aktivite ön 

plandayken, zamanla nörolojik rezervin tükenmesiyle birlikte ataklardan bağımsız bir 

kötüleşme süreci olan "Sekonder Progresif MS" (SPMS) evresine geçiş görülür. 

Hastaların %10-15'lik bir kısmı ise başlangıçtan itibaren iyileşme dönemleri olmaksızın 

ilerleyici sakatlık gelişimi gösteren "Primer Progresif MS" (PPMS) grubunu oluşturur. 

Güncel görüşe göre, fenotipik farklılıklara rağmen tüm formların altında yatan ortak 

patoloji, periferik immün hücre girişinden ziyade, MSS parankimi içine hapsolmuş kronik 

inflamasyon (smouldering plaques) ve buna eşlik eden metabolik tükenmişliktir (38-41). 

MS patofizyolojisinde nörodejenerasyonu açıklayan en güçlü mekanizmalardan 

biri, "sanal hipoksi" (virtual hypoxia) hipotezidir. İnflamasyon bölgesindeki aktive olmuş 

mikroglia ve makrofajlardan salınan Reaktif Oksijen Türleri (ROS) ve Nitrik Oksit (NO), 

mitokondriyal solunum zinciri enzimlerini inhibe ederek oksidatif fosforilasyonu bozar. 

Bu durum, doku perfüzyonu ve oksijen sunumu normal olsa bile, aksonların ve 

oligodendrositlerin oksijeni kullanamayarak ağır bir enerji krizine girmesine neden olur. 

Miyelin kılıfı üreten ve aksonal metabolizmayı destekleyen oligodendrositler, vücudun 

en yüksek metabolik hızına sahip hücrelerinden biri olduğu için ATP eksikliğine karşı 

aşırı duyarlıdırlar. Enerji yetmezliği, hücre zarındaki iyon gradiyentini koruyan Na+K+-

ATPaz pompalarının çalışmasını bozar ve bu noktada iyon kanallarının patolojik 

aktivasyonu devreye girerek hücre ölümünü tetikler (40, 42, 43). 

2.2.1. Multipl Skleroz (MS) ve İyon Kanalları 

Multipl skleroz patofizyolojisinde oligodendrositler ve oligodendrosit öncül 

hücrelerinde yer alan iyon kanalları, miyelin bütünlüğü ile aksonal iletim ve 

remiyelinizasyon kapasitesinin düzenlenmesinde kilit rol oynamaktadır (44). Özellikle 

Kir ve Kv ailesi gibi potasyum kanalları, hücre dışı K+ dengesinin korunması ile membran 

potansiyelinin regülasyonu ve akson-glia etkileşiminin sürdürülmesi bakımından kritik 
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öneme sahiptir (45, 46). Bununla birlikte voltaj kapılı sodyum, kalsiyum ve klorür 

kanallarının yanı sıra TRP ve belirli ligand kapılı kanallar OPC’lerin proliferasyon, 

migrasyon ve diferansiyasyon süreçleri ile miyelin üretimi üzerinde doğrudan etkilidir. 

MS lezyonlarında bu kanal ailelerine ait gen ekspresyonunda gözlenen belirgin 

değişimlerin nöroinflamasyon, iyon homeostazının bozulması, enerji yetersizliği, 

demiyelinizasyon ve aksonal dejenerasyon süreçleriyle yakından ilişkili olduğu öne 

sürülmektedir. Bu doğrultuda, oligodendrosit iyon kanalları yalnızca hücresel işlev 

kaybının birer göstergesi değil, aynı zamanda remiyelinizasyonu teşvik etmek ve aksonal 

hasarı sınırlamak adına stratejik terapötik hedefler olarak değerlendirilmektedir (46-48) 

(Şekil 2.2.). 

 

Şekil 2.2. MS patofizyolojisinde bazı oligodendrosit iyon kanallarının rolü. (1) Sağlıklı 

hücre, (2) iskemi sonucu ATP düşüşü, (3) kanal düzensizlikleri, (4) demiyelinizasyon 

oluşumu. 

Oligodendrosit ve akson hasarında, iyon kanalları arasındaki dengenin bozulması 

kritik bir yürütücü mekanizmadır. Sağlıklı MSS'de, oligodendrositlerde yoğun olarak 

bulunan Kir4.1 (KCNJ10) kanalları, nöronal aktivite sırasında açığa çıkan K+’u hücre 

içine alarak "uzamsal tamponlama" yapar ve ekstraselüler ortamı düzenler. Ancak MS 

plaklarında, normal görünümlü beyaz cevherde ve iskemik/hipoksik koşullarda Kir4.1 

ekspresyonunun ve fonksiyonunun dramatik şekile azaldığı gösterilmiştir (7, 49, 50). Bu 

kayıp, ekstraselüler alanda K+ birikimine, glutamat taşıyıcılarının tersine dönmesine ve 

eksitotoksisiteye zemin hazırlar. Ayrıca bazı hastalarda Kir4.1'e karşı gelişen 

otoantikorların varlığı, bu kanalın doğrudan bir immün hedef olduğunu da 

düşündürmektedir (51-53). 
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Kir4.1 kaybına eşlik eden ve hücre ölümünü asıl hızlandıran süreç ise TRPM4 

kanallarının fonksiyonel bozulmasıdır. Fizyolojik koşullarda kapalı olan veya düşük 

aktivite gösteren TRPM4 kanalları, ATP seviyeleri düştüğünde (iskemi/hipoksi benzeri 

durumlarda) ve hücre içi kalsiyum arttığında aktive olur. Aktive olan TRPM4, hücre içine 

masif Na+ girişine izin verir ancak Ca2+ geçirgenliği yoktur. Hücre içinde artan sodyum 

konsantrasyonu, ozmotik su girişini tetikleyerek ozmotik hücre şişmesine (sitotoksik 

ödem) neden olur (16, 54, 55). Ayrıca anaerobik metabolizmanın artmasıyla oluşan laktik 

asit birikimi, hücre içi H⁺ iyonlarının yükselmesine ve metabolik asidoza yol açar. Bu, 

hücre içi pH'ı dengelemek için Na⁺/H⁺ değiştiricisini (NHE) aktive eder. NHE de H⁺'ı 

dışarı atarken Na⁺ girişine neden olarak hücre içi Na⁺ birikimini tetikler. Yükselen Na⁺ 

konsantrasyonu ise Na⁺/Ca2+ değiştiricisini (NCX) ters yönde çalıştırarak aşırı Ca2+ 

girişini sağlar. Aşırı kalsiyum yüklenmesi mitokondriyal hasar, proteaz aktivasyonu ve 

oksidatif stres aracılığıyla hücreyi nekrotik ölüm döngüsüne sürükler (56, 57). Yapılan 

deneysel çalışmalarda, TRPM4 inhibisyonunun veya genetik olarak silinmesinin (knock-

out), hem EAE hem de iskemik OGD modellerinde nöroproteksiyon sağladığı ve akson 

kaybını azalttığı kanıtlanmıştır (16, 54, 55).  

Multipl skleroz patofizyolojisinde TRPA1 kanalı nöroinflamasyon, 

demiyelinizasyon ve nöropatik ağrı süreçlerinde kritik bir aracı olarak öne çıkmaktadır 

(58). Oligodendrositlerde ve astrositlerde eksprese edildiği saptanan bu iyon kanallarının 

aktivasyonu, hücre içi Ca2+ konsantrasyonunu artırarak miyelin hasarını tetiklemekte ve 

yeni miyelin oluşumunu engellemektedir (59, 60). Deneysel MS modellerinde, TRPA1 

eksikliğinin veya farmakolojik inhibisyonunun olgun oligodendrositlerin apoptozunu 

azalttığı, spinal korddaki nöroinflamatuar belirteçleri baskıladığı ve demiyelinizasyon 

sürecini önemli ölçüde sınırladığı gösterilmiştir (58, 61). Özellikle oksidatif stres ürünleri 

ve iskemik koşullar tarafından aktive edilen TRPA1'in, pro-apoptotik sinyal yolaklarını 

düzenleyerek aksonal hasara katkıda bulunduğu düşünülmektedir (61, 62). Bu bulgular, 

TRPA1 kanallarının MS tedavisinde hem miyelini korumak hem de nöropatik 

semptomları hafifletmek için stratejik bir terapötik hedef olabileceğini ortaya 

koymaktadır (58, 59). 

2.3. Oligodendrositler ve İyon Kanalları 

Oligodendrositler, MSS’de yüksek derecede özelleşmiş glial hücreler olarak 

görev yapar. Başlıca işlevleri arasında nöron aksonlarının etrafında miyelin kılıf 
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oluşturarak aksiyon potansiyelinin saltatory (sıçrayıcı) iletimini hızlandırmak yer alır. 

Bunun yanı sıra oligodendrositler, nöronal enerji metabolizmasına katkıda bulunmak 

amacıyla aksonlara laktat ve pirüvat gibi yüksek enerjili substratları sağlayarak enerji 

desteği sunar. Bu destek, miyelin tabakasının aksine aksiyona doğrudan erişim sağlayan 

metabolik kanallar ve monokarboksilat taşıyıcılar aracılığıyla gerçekleşir (63, 64). 

Ayrıca, oligodendrositler glia-akson uzun vadeli bütünlüğünü destekleyen metabolik ve 

yapısal destek mekanizmaları sağlarlar (63, 65). Oligodendrosit oluşum süreci nöral kök 

hücrelerin farklılaşarak oligodendrosit progenitör hücrelerine (OPC) dönüşmesi, 

ardından immatür oligodendrositlerin oluşması ve son aşamada matür miyelin üreten 

hücrelerin ortaya çıkması ile karakterizedir. Bu farklılaşma süreci oldukça karmaşık bir 

moleküler sinyal ağı tarafından düzenlenir. Trombosit Kaynaklı Büyüme Faktörü 

(PDGF), Fibroblast Büyüme Faktörü (FGF), İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü-1 (IGF-1) 

gibi büyüme faktörleri ile Notch, Wnt ve Sonic hedgehog (Shh) sinyal yolakları bu 

süreçte önemli rol oynar (66). 

Oligodendrositlerin, miyelin oluşumu ve aksonal destek görevlerinin yerine 

getirilmesi için de çok sayıda iyon kanalı ve taşıyıcı protein kritik öneme sahiptir. Bu 

yapılar membran potansiyelinin korunması, iyon homeostazının sağlanması, hücre içi 

sinyal iletimi ve özellikle Ca2+ homeostazının düzenlenmesi gibi temel süreçleri 

düzenlerken aynı zamanda oligodendrosit progenitör hücrelerinin proliferasyonu, 

farklılaşması, miyelin oluşumu ve hücre ölüm mekanizmaları üzerinde belirleyici etkileri 

vardır (16, 30, 67). Oligodendrositlerde en iyi karakterize edilmiş potasyum kanalları 

arasında inward-rectifier K⁺ kanalları (özellikle Kir4.1) yer alır ve bu kanallar 

potasyumun tamponlanması ile hiperpolarize membran potansiyelinin korunmasında 

merkezi rol oynar. Voltaj kapılı potasyum kanalları (Kv1.3, Kv1.5) ve bazı iki gözenekli 

K⁺ kanalları (K2P ailesi) ise membran eksitabilitesinin modülasyonuna katkı sağlar (30). 

Ayrıca voltaj kapılı sodyum kanalları (Nav1.2 ve Nav1.6) da oligodendrositlerde 

saptanmış olup patolojik durumlarda iyonik homeostazın düzenlenmesi ve akson-glia 

etkileşimi açısından önemli olabileceği gösterilmiştir. Hücre içi kalsiyum sinyalizasyonu 

ise voltaj kapılı Ca2+ kanalları (L-tipi Cav1.2 ve Cav1.3) ve glutamat reseptörleri (AMPA 

ve NMDA) aracılığıyla düzenlenir ve bu sistemler oligodendrosit diferansiyasyonu, 

miyelin oluşumu ile hücresel stres yanıtlarında önemli rol üstlenir (18). Bu çerçevede 

TRP (Transient Receptor Potential) kanal ailesi, özellikle TRPA1 ve TRPM4 alt tipleri, 

oksidatif stres ve iskemi gibi patolojik durumlarda stres yanıtları ve Ca2+ sinyallemenin 
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düzenlenmesinde kritik konumdadır. TRPA1 blokajının beyaz cevher iskemisinde 

fonksiyon kaybını azaltabildiği ve TRPM4 kanalının Ca2+ ile aktive olup monovalan 

katyonlara (özellikle Na⁺) geçirgenlik sağlayarak membran depolarizasyonuna katkıda 

bulunduğu raporlanmıştır (14). 

İyon kanallarına ek olarak hücresel iyon dengesi, Na⁺/K⁺-ATPaz pompası, 

Na⁺/Ca2+ değiştiricisi (NCX) ve Na⁺/H⁺ değiştiricisi (NHE) gibi taşıyıcı sistemler 

tarafından da düzenlenir. Bu mekanizmalar elektrokimyasal gradyanların korunması ve 

Ca2+ sinyalizasyonunun kontrolü açısından merkezi rol oynarken oligodendrositlerin 

yüksek enerji gereksinimi nedeniyle enerji metabolizmasıyla doğrudan ilişkilidir (68). Bu 

nedenle oligodendrosit iyon kanalları ve iyon taşıyıcı sistemleri, yalnızca fizyolojik glial 

fonksiyonların sürdürülmesi için değil, multipl skleroz gibi demiyelinizan hastalıklarda 

aksonal hasar, inflamasyon ve nörodejeneratif süreçlerin anlaşılmaları ile yeni tedavi 

hedeflerinin geliştirilmesi açısından da kritik bir öneme sahiptir (18, 30).  

Depo kontrollü kalsiyum girişi (SOCE), hücre içindeki endoplazmik retikulum 

(ER) gibi kalsiyum depoları boşaldığında devreye giren bir mekanizmadır. Bu 

mekanizma, hücrenin kalsiyum dengesini korumak için hücre dışından hücre içine Ca2+ 

girişini sağlar (69). Oligodendrositlerde depo kapılı kalsiyum girişi, ER kalsiyum 

sensörleri Stromal Interaction Molecule (STIM) 1 ve 2 ile plazma membranındaki ORAI1 

kanalının etkileşimiyle yönetilir (70, 71). Bu mekanizma, OPC gelişimi ve miyelin kılıfı 

oluşumu için kritik olan yerel kalsiyum geçişlerini (sCaLTs) düzenleyen temel unsurdur 

(72, 73). MS patolojisinde ORAI1 aracılı kalsiyum dengesinin bozulması, miyelinasyon 

kapasitesini zayıflatmakta ve nöroinflamasyonu tetiklemektedir. Bu durum SOCE 

yolaklarını stratejik birer terapötik hedef haline getirmektedir (70, 74). 

2.4. TRP Kanalları 

Transient Receptor Potential (TRP) kanalları hem MSS hem de PSS fizyolojisinde 

ve patofizyolojisinde temel rollere sahip transmembran protein kompleksleridir. TRP 

geninin ilk keşfi, Drosophila melanogaster türü sirke sineğinin fotoreseptörlerinde, ışık 

duyarlılığı bozunmuş bir mutantta yapılmıştır. Bu mutant, parlak ışığa normal yerine 

geçici (transient) bir yanıt vermiştir (75, 76). Memelilerde TRP kanalları, amino asit 

dizilim benzerliğine göre altı ana alt ailede sınıflandırılmıştır: TRPC (kanonik), TRPV 

(vanilloid), TRPM (melastatin), TRPA (ankirin), TRPP (polikistin) ve TRPML 

(mukolipin) (77, 78). Bu iyon kanalları, kimyasal, mekanik ve termal uyarıların yanı sıra 
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pH, ozmolarite ve çeşitli ligandlar, ikinci haberciler veya sinyal molekülleri tarafından 

aktive edilen, seçici olmayan katyon kanallarıdır. Bu kanallar MS, Alzheimer hastalığı, 

Huntington hastalığı, amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve epilepsi başta olmak üzere pek 

çok nörolojik bozuklukta patofizyolojik süreçlerde yer aldıkları bilinmektedir (78). 

2.4.1. TRPA1 Kanalı 

Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPA1) kanalı, TRP süper ailesinin 

ankyrin alt grubuna ait, zengin ankyrin tekrarları içeren kovalent modülasyonlara duyarlı 

bir kation kanalıdır (59, 79). TRPA proteini insanda ilk olarak fibroblastların onkojenik 

transformasyonunu inceleyen bir araştırmada tespit edilmiştir. Altı transmembran 

katmanına sahip olup N terminal dalında 18 ankirin proteini tekrarından oluşmaktadır. 

İnsanda 8. kromozomundaki 8q13 bandında eksprese edilmektedir (80). Drosophila’da 4 

adet TRPA kanalı olmasına rağmen memelilerde tek TRPA1 kanalı bulunmaktadır (81). 

TRPA1 Ca2+, Na+ ve K+ katyonlarına geçirgen seçici olmayan bir  kanaldır (82). MSS’de, 

dorsal kök gangliyonu, saç folikül hücreleri, trigeminal ve nodoza gangliyonları gibi 

nosiseptörlerde ve mekanosensör stereosilya ile periferik sinirler gibi duyu 

terminallerinde özellikle bulunurlar (83). Çevresel toksinler, oksidatif stres ve 

inflamatuvar mediatörlerle aktive olabilen kanallardır. MSS glial hücrelerde bulunan 

TRPA1’in, inflamasyon ve nöropatik ağrı süreçlerinde etkili olduğu gösterilmiştir (84, 

85). Dış ortam irritanlarına karşı inflamatuvar yanıtta da “bekçi” işlevi gördüğü, çeşitli 

hücrelerde redoks durumunu ve inflamasyonu düzenlediği bildirilmektedir (79). Bu 

özellikleriyle TRPA1, çevresel ve endojen stres sinyallerine karşı bir algılayıcı reseptör 

işlevi görür. Normalde periferik sinir sistemi ağrı reseptörlerinde belirgin olan TRPA1’in 

fizyolojik rolü, MSS’de daha az anlaşılmıştır ancak artan kanıtlar, TRPA1’in MSS’de 

nöronların yanında glial hücrelerde de (özellikle oligodendrosit ve astrositlerde) ifade 

edildiğini ve çeşitli hücrelerde Ca2+ sinyallemesini etkileyebileceğini göstermektedir (59, 

79).  

Yapılan çalışmalar, TRPA1’in tüm beyin genelinde bulunduğunu özellikle beyaz 

cevher bölgelerinde daha yaygın şekilde ifade edildiğini göstermiştir. Corpus Callosum 

boyunca sıralanan oligodendrositlerde güçlü TRPA1 sinyali gözlenmiştir. CC1 (olgun 

oligodendrosit), NG2 (progenitör) ve Olig2 gibi hücresel belirteçlerle yapılan çift 

boyamalarda, Corpus Callosum’daki olgun oligodendrositlerin yaklaşık %62’sinde, OPC 

hücrelerinin ise %64’ünde TRPA1 pozitif bulunmuştur. Gri cevherde bu oran biraz daha 



13 

 

düşüktür (yaklaşık %43).  Bunun yanında beyaz cevherdeki astrositlerin de yaklaşık üçte 

biri TRPA1 pozitif olarak raporlanmıştır (59). Bu veriler, TRPA1’in MSS’de nöronlara 

ek olarak oligodendrosit ve astrositlerde de yaygın şekilde eksprese olduğunu ve özellikle 

oligodendrosit soyunda yoğunlaştığını göstermektedir. Ayrıca tek hücre düzeyinde 

gerçekleştirilen kalsiyum görüntüleme deneylerinde, spesifik TRPA1 agonistleri (örneğin 

Carvacrol veya JT010) uygulandığında Corpus Callosum’daki oligodendrositlerde hücre 

içi Ca2+ konsantrasyonunun hızla arttığı gözlenmiştir. Bu durum, TRPA1’in 

oligodendrosit hücre membranında işlevsel şekilde bulunduğunu ve aktive edilebildiğini 

kanıtlar (59, 60, 86). 

Hipoksi/iskemi ve nöroinflamasyon sırasında artan reaktif oksijen türleri, lipid 

peroksidasyon ürünleri ve elektrofiller, Ca2+ geçirgenliği bulunan TRPA1 kanalını aktive 

edebilmektedir (87). TRPA1 aktivasyonu; Ca2+ girişinin artması, mitokondriyal stres, 

inflamatuvar yanıt ve hücre ölümüyle ilişkili patolojik süreçlerde rol oynamaktadır (87, 

88). Hipoksi ile indüklenen glioblastoma hücre modelinde resveratrol uygulamasının, 

TRPA1 kanal aktivasyonu ile ilişkili oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, mitokondriyal 

disfonksiyon ve kaspaz-3/-8/-9 düzeylerini azalttığı; glutatyon düzeyi ve glutatyon 

peroksidaz aktivitesini ise artırdığı bildirilmiştir (89). 

2.4.2. TRPM4 Kanalı 

TRP süper ailesine mensup sekiz üyeden (TRPM1-TRPM8) oluşan transient 

reseptör potansiyel melastatin (TRPM) kanalları, Ca2+, Na+, Mg2+ ve Zn2+ geçişini 

düzenleyerek membran potansiyeli, iyon homeostazı ve metabolik sinyalizasyon 

süreçlerinde kritik rol oynarlar (90, 91). TRPM2’nin oksidatif stres, TRPM7’nin 

magnezyum dengesi ve TRPM8’in termal algı üzerindeki spesifik fonksiyonları hücresel 

denge için esasken iskemi, inflamasyon veya toksinler gibi patolojik durumlarda bu 

kanalların aşırı aktivasyonu kontrolsüz katyon girişine sebebiyet verir (91, 92). Meydana 

gelen sitozolik kalsiyum yüklemesi mitokondriyal disfonksiyonu, reaktif oksijen 

türlerinin artışını ve kalsiyum bağımlı hücre ölümünü tetikleyerek TRPM kanallarını 

oksidatif hasar ve hücresel dejenerasyon süreçlerinde merkezi birer moleküler regülatör 

konumuna taşımaktadır (92, 93). 

TRPM4, sodyum iyonlarına geçirgen, kalsiyumla aktive olan ve hücre 

depolarizasyonunu destekleyen bir nonselektif katyon kanalıdır. TRPM4 sodyum 

potasyum gibi yalnızca tek değerlikli katyonlara geçirgendir. Kalsiyum gibi iki değerlikli 
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katyonlara ve anyonlara ise geçirgen değildir (94). Normal dokularda TRPM4 T lenfosit 

ve mast hücre aktivasyonunu düzenler. Bununla birlikte mast hücrelerinin ve denritik 

hücre migrasyonunda rol alır. Enflamatuvar dokularda reaktif oksijen radikalleri üretimi 

ve vasküler endotelyal hücre göçünde TRPM4 rol alır. TRPM4 ekspresyonunun kanserli 

hücrelerin çoğalması ve metastaz ile ilişkili olduğu bilinmektedir (95).  Özellikle 

inflamasyon sırasında glial hücrelerde ekspresyonu artan TRPM4, hücresel stres 

yanıtlarını modüle etmektedir (96). Bu nedenle TRPM4 inhibitörlerinin nöroprotektif 

etkilere sahip olduğu düşünülmektedir (97, 98). 

MSS’de TRPM4, nöronlarda ve astrositlerde eksprese edilmektedir. Bunun 

yanında TRPM4 proteininin OPC ve olgun oligodendrositler dâhil çeşitli glial hücrelerde 

sitoplazmik ve membranöz düzeyde saptanmıştır. Fizyolojik koşullarda düşük 

seviyelerde bulunan bu kanal, hipoksi, iskemi veya inflamasyon gibi patolojik 

durumlarda dramatik bir şekilde yukarı regüle olmaktadır. Özellikle miyelin kılıfı 

oluşturan oligodendrositler ve aksonal yapılar üzerindeki TRPM4 aktivitesi, enerji 

metabolizmasının bozulduğu durumlarda hücre içi ATP seviyelerinin düşmesiyle 

yakından ilişkilidir. ATP seviyesindeki düşüş, kanalı duyarlı hale getirerek normalde 

fizyolojik olan kalsiyum seviyelerinde bile kanalın açılmasına ve hücre içine aşırı sodyum 

girişine neden olmaktadır (16, 54). 

TRPM4’ün demyelinizan hastalıklar ve özellikle Multipl Skleroz (MS) ile ilişkisi, 

çoğunlukla deneysel otoimmün ensefalomiyelit (EAE) modelleri üzerinden ayrıntılı 

biçimde ortaya konmuştur. Schattling ve ark. yaptığı bir çalışmada hem EAE hem de 

insan MS lezyonlarında TRPM4’ün demiyelinize aksonlar üzerinde arttığını ve kanalın 

aktivitesinin aksonal ve nöronal dejenerasyonu kolaylaştırdığını göstermişlerdir. Buna ek 

olarak TRPM4’ün genetik silinmesi veya farmakolojik inhibisyonunun klinik skorları, 

aksonal hasarı ve nöronal kaybı anlamlı biçimde azalttığını bildirmişlerdir (16). Bianchi 

ve ark. ise Miyelin Oligodendrosit Glikoprotein (MOG) ₃₅-₅₅ ile indüklenen EAE 

modelinde spinal kord dokusunda TRPM4 ekspresyonunun hastalık şiddeti ile paralel 

olarak arttığını ve glutamat aracılı nöronal dejenerasyon modelinde de kanal aktivitesinin 

nöronal hasara katkıda bulunduğunu göstermiştir (17). Öte yandan yapılan güncel 

çalışmalar EAE sırasında SUR1-TRPM4 kompleks kanalının mikroglia, endotelyal 

hücreler ve muhtemelen oligodendrosit soyunda yeni indüklenen bir patolojik yolak 

olarak ortaya çıktığını, bu kompleksin inhibisyonunun da inflamasyonu, kan-beyin 
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bariyeri bozulmasını, ödemi ve klinik hastalık progresyonunu azalttığını göstermektedir 

(99, 100).  

Yakın zamanda yapılan çalışmalar, TRPM4'ün sadece aksonal hasarda değil, aynı 

zamanda nöroinflamasyonun düzenlenmesinde de etkili olduğunu ortaya koymuştur. 

İnflamatuar mediatörlerin salınımı ve kan-beyin bariyeri (KBB) bütünlüğünün bozulması 

süreçlerinde TRPM4 aktivasyonunun rol oynadığı bilinmektedir. İskemik inme ve MS 

benzeri lezyon modellerinde, TRPM4'ün inhibe edilmesinin, ödem oluşumunu azalttığı 

ve nörolojik fonksiyonları koruduğu gözlemlenmiştir (97, 101). 

İskemi, hipoksi ve enerji yetmezliği durumlarında iyon homeostazının bozulması 

Na⁺ birikimi, membran depolarizasyonu, hücresel şişme ve sitotoksik ödem gelişimiyle 

ilişkilidir. TRPM4/SUR1 kompleksi, Ca2+ ile aktive olan ancak başlıca monovalent 

katyon geçirgenliği gösteren bir kanal kompleksi olarak iskemik/reperfüzyon hasarında 

Na⁺ girişini, kan-beyin bariyeri bozulmasını ve sekonder doku hasarını artırabilmektedir 

(98, 102). Deneysel inme modelinde TRPM4’e özgü bloke edici antikor uygulamasının 

reperfüzyon hasarını azalttığı ve fonksiyonel iyileşmeyi desteklediği bildirilmiştir (98). 

Ayrıca oksijen-glukoz yoksunluğu/reoksijenasyon uygulanan insan beyin mikrovasküler 

endotel hücrelerinde resveratrol uygulamasının SUR1-TRPM4 ekspresyonunu modüle 

ettiği gösterilmiştir (103). 

2.5. Kir4.1 Kanalı 

 İçe doğrultucu potasyum kanalları (Inwardly Rectifying Potassium Channels- 

Kir), hücre zarının elektriksel eksitabilitesinin düzenlenmesinde ve K+ homeostazının 

sağlanmasında kritik rol oynayan bir iyon kanalı ailesidir. Bu ailenin önemli bir üyesi 

olan Kir4.1, KCNJ10 geni tarafından kodlanan ve özellikle glial hücrelerde (astrositler ve 

oligodendrositler) yoğun olarak eksprese edilen ATP-duyarlı bir potasyum kanalıdır. 

Kir4.1 kanalları, diğer potasyum kanallarından farklı olarak, potasyum iyonlarının hücre 

dışına çıkışından ziyade hücre içine girişini (içe doğrultucu özellik) daha kolaylaştırsa da 

fizyolojik membran potansiyellerinde dışa doğru küçük bir K+ akımı oluşturarak hücrenin 

negatif dinlenim membran potansiyelini (RMP) belirlemede anahtar bir görev üstlenir 

(104). 

MSS’de Kir4.1, esas olarak astrositlerin damar çevresindeki ayakçıklarında 

(endfeet) ve oligodendrositlerin hücre gövdeleri ile miyelin kılıflarında lokalize olmuştur. 

Bu kanalın temel işlevi, nöronal aktivite sırasında hücre dışı alana salınan fazla 
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potasyumun glial hücreler tarafından geri alınarak uzaklaştırılması sürecidir. Bu 

mekanizma "potasyumun uzamsal tamponlanması" (spatial potassium buffering) olarak 

adlandırılır. Kir4.1 aracılığıyla glial hücrelere alınan K+, gap junctionlar aracılığıyla 

dağıtılarak hücre dışı potasyum konsantrasyonunun toksik düzeylere ulaşması engellenir. 

Bu süreç, nöronların aşırı uyarılmasını (hipereksitabilite) önlemek ve sinyal iletiminin 

sürekliliğini sağlamak için elzemdir (105, 106). 

Oligodendrositler özelinde Kir4.1, miyelinizasyon süreci ve aksonal bütünlük için 

hayati öneme sahiptir. OPC farklılaşması ve miyelin üretimi sırasında, hücre zarının 

hiperpolarize durumda kalması gerekmektedir ve bu durum büyük ölçüde Kir4.1 

aktivitesi ile sağlanır. Ayrıca, miyelinli aksonlarda aksiyon potansiyeli iletimi sırasında 

Ranvier düğümlerinden periaksonal boşluğa salınan K+ iyonlarının, içteki "ad-aksonal" 

oligodendrosit zarı üzerinden temizlenmesinde Kir4.1 kanalları görev alır. Bu kanalların 

işlevsizliği veya kaybı, periaksonal alanda potasyum birikimine, aksonal depolarizasyona 

ve uzun vadede aksonal dejenerasyona yol açmaktadır (30, 51). 

MS patogenezinde Kir4.1 kanalının rolü son yıllarda yoğun bir araştırma konusu 

haline gelmiştir. Yapılan çalışmalar hem deneysel EAE modellerinde hem de insan MS 

lezyonlarında, normal görünümlü beyaz cevherde dahi glial Kir4.1 ekspresyonunun 

belirgin şekilde azaldığını göstermiştir. Kanalın bu kaybı, potasyum tamponlama 

kapasitesini düşürerek glutamat toksisitesini artırmakta ve mitokondriyal disfonksiyonu 

tetiklemektedir. Ayrıca, bazı MS hastalarının serumlarında Kir4.1'e karşı özgül 

otoantikorların (anti-Kir4.1) saptanması, bu kanalın MS'te bir otoimmün hedef 

olabileceği hipotezini güçlendirmiştir (52, 53). 

İskemi ve enerji yetmezliği durumlarında ATP seviyelerinin düşmesi, Kir4.1 

fonksiyonlarını doğrudan etkileyerek hücre dışı K+ birikimine ve sitotoksik ödeme 

katkıda bulunur. Bu bağlamda, Resveratrol gibi nöroprotektif ajanların, 

oligodendrositlerdeki Kir4.1 ekspresyonunu veya aktivitesini koruyarak miyelin hasarını 

ve aksonal kaybı önleme potansiyeli, moleküler tedavi stratejileri açısından güçlü bir 

rasyonel temel oluşturmaktadır (107). 

2.6. Multipl Sklerozun Deneysel Modelleri ve İskemik Hasar Yaklaşımı 

MS, merkezi MSS’de demiyelinizasyon, aksonal hasar ve nörodejenerasyon ile 

karakterize kronik inflamatuvar bir hastalıktır. Hastalığın patofizyolojisi bağışıklık 

sistemi aracılı inflamasyonun yanı sıra metabolik stres, oksidatif hasar ve iyon 
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homeostazındaki bozulmaların birlikte rol aldığı çok boyutlu bir süreçtir. Bu nedenle 

MS’in moleküler ve hücresel mekanizmalarını incelemek amacıyla farklı deneysel 

modeller geliştirilmiştir. Deneysel MS modelleri genel olarak otoimmün/inflamatuvar 

modeller, toksik demiyelinizasyon modelleri ve iskemik-hipoksik hasar modelleri olarak 

sınıflandırılmaktadır (108, 109). Literatürde en yaygın kullanılan model olan Deneysel 

Otoimmün Ensefalomiyelit (EAE), hastalığın daha çok immünolojik ve inflamatuvar 

yönlerini taklit ederken; kuprizon ve lizolesitin gibi kimyasal modeller miyelin kaybı ve 

remiyelinizasyon süreçlerini incelemek için tercih edilmektedir. Ancak MS lezyonlarının 

gelişiminde sadece immün hücre infiltrasyonu değil, aynı zamanda doku düzeyinde 

meydana gelen metabolik yetersizlikler ve vasküler değişiklikler de kritik rol 

oynamaktadır (110). 

EAE modeli, MS araştırmalarında en yaygın kullanılan modeldir ve özellikle T-

hücre aracılı inflamatuvar süreçlerin incelenmesinde önemli bilgiler sağlamıştır. Bununla 

birlikte EAE modeli, oligodendrosit fonksiyonları ve iyon kanal aktivitesi gibi hücresel 

elektrofizyolojik mekanizmaların doğrudan incelenmesi açısından sınırlı kalabilmektedir 

(40). Bu durum, demiyelinizasyonun metabolik ve hücresel bileşenlerini daha iyi yansıtan 

alternatif deneysel yaklaşımlara olan gereksinimi artırmıştır. 

Toksik demiyelinizasyon modelleri arasında en sık kullanılan yaklaşımlar 

cuprizone ve lizolesitin (LPC) modelleridir. Cuprizone modeli, oligodendrosit 

metabolizmasının bozulması yoluyla yaygın demiyelinizasyon oluştururken; LPC modeli 

lokal miyelin hasarı ve remiyelinizasyon süreçlerinin incelenmesine olanak 

sağlamaktadır (111, 112). Bu modeller miyelin biyolojisinin anlaşılmasına önemli 

katkılar sunmakla birlikte, iyon kanal değişikliklerinin araştırılması açısından sınırlı 

kalabilmektedir. 

MS patofizyolojisinde son yıllarda öne çıkan kavramlardan biri “virtual hypoxia” 

olarak tanımlanan sanal hipoksi durumudur. Demiyelinizasyon sırasında artan enerji 

gereksinimi, mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres oligodendrositleri hipoksik 

hasara karşı daha duyarlı hâle getirmektedir. Bu süreçte iyon homeostazının bozulması 

ve membran potansiyelindeki değişiklikler hücresel hasar mekanizmalarına katkıda 

bulunabilmektedir (Şekil 2.3.) (40). 
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Şekil 2.3. Oksijen-Glukoz Yoksunluğı (OGD) sonucu oluşan sanal hipoksi sonucu 

gelişen patofizyolojik mekanizmalar ve demiyelinazyon oluşumu. 

Bu bağlamda geliştirilen iskemik-hipoksik beyin dilimi modelleri, oligodendrosit 

fizyolojisinin kontrollü deneysel koşullarda incelenmesine olanak sağlamaktadır. 

Organotipik beyin dilimlerinde oluşturulan oksijen-glukoz yoksunluğu (oxygen-glucose 

deprivation OGD) modeli, demiyelinizasyon ve oligodendrosit hasarının hücresel 

mekanizmalarının araştırılmasında yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu model, iyon kanal 

aktivasyonu, oksidatif stres ve membran potansiyeli değişimlerinin elektrofizyolojik 

yöntemlerle doğrudan ölçülmesini mümkün kılmaktadır (113, 114). 

2.7. Resveratrol ve Farmakolojik Etkileri 

Resveratrol (3.5,4′-trihidroksistilben) (Şekil 2.4.), polifenolik yapıda doğal bir 

fitoaleksin olup, üzüm kabuğu, yaban mersini ve fıstık gibi bitkilerde biyotik veya 

abiyotik stres faktörlerine (mantar enfeksiyonları, UV ışını vb.) yanıt olarak 

sentezlenmektedir. Farmakolojik açıdan en belirgin özelliği hem hidrofilik hem de 

lipofilik karakter taşıması sayesinde KBB’yi etkin bir şekilde geçebilmesi ve böylece 

MSS’de terapötik konsantrasyonlara ulaşabilmesidir. Resveratrol’ün nöroprotektif etki 

mekanizmasının merkezinde, hücresel enerji metabolizmasını, mitokondriyal biyogenezi 

ve stres direncini düzenleyen NAD+ bağımlı bir sınıf III histon deasetilaz olan Sirtuin 1 

(SIRT1) enzimini güçlü bir şekilde aktive etmesi yer alır. SIRT1 aktivasyonu, PGC-1α 

(Peroksizom proliferatör ile aktive edilen reseptör gama koaktivatör 1-alfa) yolağını 
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uyararak mitokondriyal fonksiyonları iyileştirir. Böylece ROS üretimini baskılar. Ayrıca, 

pro-inflamatuar transkripsiyon faktörü NF-κB’nin asetilasyonunu engelleyerek 

nöroinflamasyonu gen düzeyinde durdurur (115-118). 

 

Şekil 2.4. Resveratrolün Kimyasal Yapısı (119). 

2.7.1. Resveratrol ve Multipl Skleroz 

MS gibi nörodejeneratif ve demiyelinizan hastalıklarda Resveratrol'ün terapötik 

potansiyeli, antiinflamatuar ve antioksidan özelliklerinin sinerjistik etkisine 

dayanmaktadır. EAE modellerinde yapılan kapsamlı çalışmalar, Resveratrol tedavisinin 

T-hücre proliferasyonunu baskıladığını, patojenik Th17 hücre yanıtını azalttığını ve anti-

inflamatuar sitokinlerin (IL-10 gibi) üretimini artırdığını göstermiştir. Daha da önemlisi, 

Resveratrol'ün beyin parankimindeki yerleşik immün hücreler olan mikrogliaları "M1" 

(pro-inflamatuar/toksik) fenotipinden "M2" (onarıcı/koruyucu) fenotipine dönüştürdüğü 

kanıtlanmıştır. Bu fenotipik değişim, OPC hayatta kalması ve hasarlı bölgelere göç 

ederek remiyelinizasyonu başlatması için elzem olan uygun mikroçevreyi yaratır. 

Resveratrol ayrıca, KBB bütünlüğünü koruyarak periferik immün hücrelerin MSS'ye 

sızmasını engeller ve böylece yeni plak oluşumunun önüne geçer (10, 11, 120). 

Oligodendrositler, miyelin sentezi için gereken yüksek metabolik hız ve düşük 

antioksidan kapasiteleri (düşük glutatyon seviyeleri) nedeniyle oksidatif strese ve 

eksitotoksisiteye karşı MSS'deki en savunmasız hücrelerdir. İskemik hasar ile MS 

patolojisinde ekstraselüler glutamat artışı ve serbest radikaller apoptozu tetikler. 

Resveratrol, serbest radikal süpürücü olarak görev yapmasının yanı sıra SOD, katalaz ve 

GPx gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonunu artırarak oligodendrositleri korur. Ex 

vivo Lizofosfatidilkolin (LPC) ile indüklenmiş demiyelinizasyon modellerinde 
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mitokondriyal membran potansiyelini koruyarak oligodendrosit kaybını önler ve miyelin 

tamirini hızlandırır (10, 121, 122).  

2.7.2. Resveratrol ve Oligodendrosit İyon Kanalları 

Oligodendrositler, aksiyon potansiyeli iletimi ve aksonal homeostaz için gerekli 

olan karmaşık bir iyon kanalı çeşitliliğine sahiptir. İskemik hasar ve MS patogenezinde 

bu kanalların disfonksiyonu, hücre içi iyon dengesizliğine ve sonuçta hücre ölümüne yol 

açar. Resveratrol, iyon kanallarını doğrudan modüle ederek veya kanalların ekspresyon 

düzeylerini değiştirerek bu patolojik sürece müdahale edebilmektedir (10, 32). 

Resveratrol'ün nöroprotektif etkilerinde rol oynayan en kritik ve yeni keşfedilen 

mekanizmalardan biri, TRP iyon kanalları üzerindeki modülatör etkisidir. Özellikle 

oksidatif stres sensörü olarak çalışan TRPA1 kanalı, oligodendrositlerde patolojik 

kalsiyum yüklenmesine neden olan ana kapılardan biridir. Elektrofizyolojik ve moleküler 

çalışmalar, Resveratrol'ün TRPA1 kanalları üzerinde doğrudan ve güçlü bir inhibitör 

etkiye sahip olduğunu kanıtlamıştır. Resveratrol, TRPA1 kanalını bloke ederek hücre 

içine aşırı kalsiyum girişini durdurur, mitokondriyal kalsiyum yükünü azaltır ve 

kalsiyuma bağlı proteazların (kalpainler) aktivasyonunu engelleyerek miyelin yıkımını 

önler. Bu mekanizma, Resveratrol'ün sadece bir antioksidan değil, aynı zamanda spesifik 

bir "kanal modülatörü" olduğunu göstermektedir (123, 124). 

İçe doğrultulu potasyum kanalı olan Kir4.1 (KCNJ10), oligodendrositlerde 

potasyum homeostazı ve dinlenim membran potansiyelinin korunması için hayati önem 

taşır. MS lezyonlarında Kir4.1 ekspresyonunun azaldığı ve bunun da aksonal 

dejenerasyonla ilişkili olduğu bilinmektedir (7). Resveratrolün glial hücrelerde 

proinflamatuvar aktivasyonu baskılayabildiği ve oksidatif/inflamatuvar yanıtı 

azaltabildiği bildirilmiştir. Bunun yanında Kir4.1 gibi oligodendrosit kaynaklı 

homeostatik kanalların ise aksonal fonksiyon ve bütünlüğün sürdürülmesinde kritik rol 

oynadığı gösterilmiştir. Bu nedenle resveratrolün, inflamasyon aracılı glial disfonksiyonu 

azaltarak oligodendrosit-akson etkileşiminin korunmasına katkı sağlayabileceği 

öngörülebilir (7, 125, 126). 

Transient Receptor Potential Melastatin 4 (TRPM4), iskemik hasar sonrası 

oligodendrositlerde ve diğer sinir sistemi hücrelerinde yukarı regüle olan, kalsiyum ile 

aktive edilen non-selektif bir katyon kanalıdır. TRPM4 aktivasyonu, hücre içi sodyum 

birikimine, ardından ozmotik şişmeye ve hücresel onkoza (sitotoksik ödem) yol açar. 
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Çalışmalar, resveratrolün iskemik modellerde SUR1-TRPM4 kanal kompleksinin 

ekspresyonunu baskıladığını ve bu sayede serebral ödem ile doku hasarını azalttığını 

göstermektedir (127). 

Resveratrol, SIRT1/AMPK yolağı üzerinden ATP sentezini sürdürerek 

TRPM4'ün duyarlı olduğu ATP seviyesini korur ve bu "ölüm kanalının" kapalı kalmasına 

yardımcı olur. Ayrıca, TRPM4 aktivasyonu için gereken hücre içi Ca2+ artışı, 

Resveratrol'ün TRPA1 blokajı sayesinde engellendiği için, TRPM4 aktivitesi dolaylı 

yoldan da baskılanmış olur (123, 128). Öte yandan, MS ve iskemide ekspresyonu azalan 

Kir4.1 kanalları için Resveratrol, inflamatuar sitokinlerin (TNF-α, IL-1β) bu kanalı 

baskılayıcı etkisini ortadan kaldırır. Kir4.1 kanalının membrandaki varlığının korunması, 

potasyum tamponlamasının devam etmesini sağlar ve glutamat eksitotoksisitesine karşı 

oligodendrositleri dirençli hale getirir (129, 130). 

2.8. Patch-Clamp Yöntemi 

Patch-clamp tekniği, hücre membranı boyunca geçen iyon akımlarını ve membran 

potansiyelini yüksek zaman ve amplitüd çözünürlüğü ile kaydetmeye olanak tanıyan 

standart bir elektrofizyolojik yaklaşımdır. Yöntemin temelleri, Neher ve Sakmann’ın tek 

iyon kanalı düzeyinde ilk doğrudan kayıtları gerçekleştirmesiyle atılmış, daha sonra 

Hamill ve arkadaşlarının öne sürdüğü standart konfigürasyonlar (whole-cell, 

cell-attached, inside-out, outside-out vb.) ile bugün kullandığımız klasik biçimini 

kazanmıştır (131, 132). Günümüzde patch-clamp, hem tek kanal düzeyinde hem de tüm 

hücre düzeyinde iyon kanalı fonksiyonlarının, aktivasyon-inaktivasyon kinetiğinin ve 

farmakolojik modülasyonun incelenmesinde güvenilirlik ve doğruluk açısından en 

yaygın ve etkili yöntemlerden biri olarak kabul edilmektedir (133, 134). 

Patch‑clamp tekniğinin temelinde, elektrolit ile doldurulmuş ince uçlu bir cam 

mikropipetin hücre membranına yaklaştırılması ve pipet ucu ile membran arasında 

yüksek dirençli bir temas bölgesi, yani gigaseal, oluşturulması yatar. Bu yüksek dirençli 

bağlantı, ölçülen elektriksel sinyalin büyük ölçüde pipetin kapladığı membran alanından 

kaynaklanmasını sağlayarak düşük gürültülü ve yüksek doğrulukta akım kayıtlarına 

imkân tanır. Patch‑clamp sistemi, tipik olarak bir mikropipet, headstage, düşük gürültülü 

amplifikatör, mikromanipülatör, mikroskop, veri toplama ünitesi ve kayıt yazılımından 

oluşur. Bununla birlikte elektromanyetik girişimleri azaltmak ve mekanik titreşimi 
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minimize etmek amacıyla Faraday kafesi ve titreşime dayalı izole masa kullanılması da 

önerilir (132-134). 

Patch‑clamp kayıtları temel olarak voltage‑clamp ve current‑clamp olmak üzere 

iki ana modda gerçekleştirilir. Voltage‑clamp modunda membran potansiyeli araştırmacı 

tarafından sabit bir değerde tutulur ve bu potansiyeli korumak için gereken akım ölçülerek 

iyon kanalı akımlarının kinetiği, genliği ve voltaj bağımlılığı nicel olarak değerlendirilir. 

Current‑clamp modunda ise hücreye belirli miktarda akım uygulanır ve buna karşılık 

gelişen membran potansiyeli değişiklikleri kaydedilir. Bu yaklaşım istirahat membran 

potansiyeli, aksiyon potansiyeli oluşturma kapasitesi ve hücresel eksitabilitenin 

analizinde özellikle yaygın olarak kullanılır (133, 134). 

Klasik patch‑clamp tekniğinde en sık kullanılan kayıt konfigürasyonları, 

cell‑attached, whole‑cell, inside‑out ve outside‑out şeklinde sınıflandırılmaktadır. (Şekil 

2.5.) Cell‑attached konfigürasyonunda membran bütünlüğü korunur ve tek iyon 

kanallarının aktivitesi doğal hücresel ortamında kayıt altına alınabilir. Whole‑cell 

konfigürasyonunda pipet ucu ile temas eden membran bölgesi kontrollü olarak kırılarak 

pipet içeriği ile sitoplazma arasında bir elektriksel devamlılık sağlanır; bu sayede tüm 

hücre düzeyindeki iyon akımları ölçülebilir. Inside‑out ve outside‑out konfigürasyonları 

ise kanalın sitoplazmik veya ekstraselüler yüzeyine doğrudan erişim sağladığından, kanal 

farmakolojisi, ligand bağlanması ve biyofiziksel özelliklerin ayrıntılı incelenmesinde 

özellikle değerlidir (132, 133). 
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Şekil 2.5. Patch-clamp yönteminde kullanılan kayıt türleri (135). 

Whole‑cell konfigürasyonun en önemli sınırlılıklarından biri, zamanla hücre 

içeriğinin pipet çözeltisi ile yer değiştirmesi, yani intracellular dializinin gelişmesidir. Bu 

sorunu azaltmak amacıyla geliştirilen perforated‑patch yaklaşımında, membran tamamen 

kırılmadan önce pipet çözeltisine eklenen por oluşturan ajanlar aracılığıyla elektriksel 

erişim sağlanır. Bu yöntemde en sık kullanılan ajanlar nystatin, amphotericin B ve 

gramicidin olup, özellikle gramicidin‑perforated patch tekniği hücre içi klorür derişimini 

ve klorür dengesini daha iyi koruduğu için GABAerjik ve klorür‑bağımlı iletimin 

incelendiği deneysel tasarımlarda belirgin avantaj sunar (136, 137). 

Patch‑clamp deneylerinde kullanılan materyaller kayıt kalitesini doğrudan etkiler. 

Kayıt pipetleri genellikle borosilikat cam kapillerlerden hazırlanır ve deneysel amaca 

göre uygun uç çapı ve direnç değerine getirilir. Pipetler tipik olarak bir pipet çekici ile 

şekillendirilir ve bazı uygulamalarda uç stabilitesini ve gigaseal kalitesini artırmak 

amacıyla fire‑polish işlemine tabi tutulabilir. Pipet ve banyo elektrotlarında yaygın olarak 

Ag/AgCl elektrotlar kullanılır. Bu elektrotlar düşük elektrot‑çözelti arayüz direnci ve 

düşük gürültü düzeyi nedeniyle özellikle elektrofizyolojik ölçümlerde tercih edilir. İç ve 

dış çözeltilerin iyonik bileşimi ise hedef hücre tipi, incelenen iyon kanalı, seçilen kayıt 

modu (voltage‑clamp veya current‑clamp) ve deneysel hipoteze göre dikkatli şekilde 
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hazırlanır. Ayrıca deney boyunca çözelti değişimini sağlamak için bir perfüzyon sistemi, 

hücreye kontrollü yaklaşım için mikromanipülatör ve optik gözlemi desteklemek üzere 

uygun büyütme kapasitesine sahip bir mikroskop sistemin standart bir parçası olarak 

kullanılması gerekir (132-134). 

Kayıtların güvenilir biçimde yorumlanabilmesi için seri direnç (series resistance), 

erişim direnci (access resistance), membran kapasitansı, sızıntı (leak) akımı ve temel çizgi 

gürültüsü gibi teknik parametrelerin dikkatli ve sürekli izlenmesi gereklidir. Özellikle 

whole‑cell voltage‑clamp kayıtlarında seri direnç hataları, hızlı ve büyük genlikli 

akımların gerçekte olduğundan daha küçük veya daha yavaş kaydedilmesine yol 

açabileceğinden, amplifikatörün seri direnç kompanzasyon ayarlarının uygun ve tutarlı 

şekilde yapılması büyük önem taşır. Bu nedenle yüksek kaliteli patch‑clamp deneyi için 

stabilize gigaseal oluşumu, düşük gürültülü ve iyi topraklanmış elektriksel ortam ile 

deney süresince nispeten sabit tutulan erişim direnci, temel ölçüm kriterleri olarak kabul 

edilmektedir (134). 

Son yıllarda patch-clamp tekniği yalnızca klasik manuel uygulamalarla sınırlı 

kalmamış, aynı zamanda otomatik ve yüksek verimli (high-throughput) sistemlerin 

geliştirilmesiyle farmakolojik kanal tarama ve çoklu hücre analizi çalışmalarında da 

yaygın bir şekilde kullanılmaya başlanmıştır. Otomatik patch-clamp sistemleri, özellikle 

ilaç keşfinde büyük sayıda bileşiğin iyon kanalı modülasyon potansiyelinin hızlı ve 

standartlaştırılmış şekilde sınanmasında önemli avantajlar sunmaktadır. Bununla birlikte, 

hücre seçimi, deneysel kontrol esnekliği ve biyofiziksel ayrıntıların yüksek çözünürlükte 

incelenmesi açısından manuel patch-clamp yaklaşımı, hâlâ temel biyofizik ve 

nörofizyoloji araştırmalarında altın standart yöntemlerden biri olarak kabul edilmektedir 

(138). Bu yönüyle patch-clamp tekniği, iyon kanalı biyofiziğinin, hücresel eksitabilitenin 

ve patofizyolojik süreçlerin detaylı analiz edildiği deneysel çalışmalarda merkezi ve 

vazgeçilmez bir konuma sahiptir. 
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3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1 Materyal 

3.1.1. Kullanılan Malzemeler 

Çalışmada kullanılan kimyasalların ve antikorların tamamı moleküler biyolojik 

deney ve analizleri için uygundur (Tablo 3.1.). 

Tablo 3.1. Deney sırasında kullanılan kimyasalların listesi. 

Kimyasal Üretici Kimyasal Üretici 

NaCl Sigma Potasyum glukonat Sigma 

KCl Sigma HEPES Sigma 

NaH₂PO₄ Sigma EGTA Sigma 

NaHCO₃ Sigma Fosfokreatinin (tris tuzu) Sigma 

MgCl₂ Sigma ATP (Na tuzu) Sigma 

CaCl₂ Sigma GTP (tris tuzu) Sigma 

Glukoz Sigma KOH Sigma 

Sükroz Sigma Aldrich Triton X-100 Thermo Fischer 

İyodoasetat Merck DAPI Sigma 

Rotenon 
Santa Cruz SC 

203242 
PBS BioShop 

DMSO Sigma Primer antikor (Kaspaz-3) 
Santa Cruz SC-

65497 

Polygodial MedChem Primer antikor (Olig2) 
Genetex 

GTX132732 

BaCl₂ Sigma Primer antikor (Kir4.1) Affinity DF9260 

9-fenantrol MedChem Primer antikor (TRPM4) Biorbyt orb668516  

Resveratrol 
Med Chem Express 

HY-16561 
Primer antikor (Bcl-2) Santa Cruz SC-7382 
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Kimyasal Üretici Kimyasal Üretici 

Paraformaldehit (PFA) Sigma Primer antikor (BAX) Santa Cruz SC-7480 

Normal keçi serumu Biorbyt orb2652767 
Primer antikor (Caspase-

3) 
Santa Cruz SC-7148 

Protein ekstraksiyon kiti GeneAll 
Sekonder antikor (HRP-

konjuge) 
Biorbyt orb2302686 

Proteaz inhibitör kokteyli Serva Alexa Fluor 488 Thermo Fischer 

Metanol Sigma Aldrich Alexa Fluor 555 Thermo Fischer 

Akrilamid/Bis-akrilamid Bio-rad Alexa Fluor 647 Thermo Fischer 

Tris-HCl Sigma 
ECL kemilüminesans 

solüsyonu 
Thermo Fischer 

SDS Sigma Yağsız süt tozu Cistron 

Amonyum persülfat 
(APS) 

Sigma Tween-20 Sigma 

TEMED Panreac Applichem TBST tamponu Sigma 

İzopropil alkol Sigma Aldrich PVDF membran Bio-Rad 

Asetik asit Sigma Aldrich Cryomatrix Epredia 

 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar 

Çalışmada kullanılan cihazların ve laboratuvar aletlerinin tamamı moleküler 

biyolojik deney ve analizleri için uygun kalibrasyondadır (Tablo 3.2.). 
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Tablo 3.2. Deney sırasında kullanılan cihazların ve laboratuvar aletlerinin gösterimi. 

Cihazlar Markaları 

Patch-clamp amplifikatörü Axopatch 200B (Axon Instruments, USA) 

Veri toplama yazılımı pClamp 10.4 (Axon Instruments, USA) 

Mikropipet çekme cihazı Sutter Instrument Co., USA 

Mikromanipülatör Axon Instruments, USA 

Mikroskop (patch-clamp düzeneği) Zeiss, Almanya 

Vibratom Leica VT 1000S (Almanya) 

Kriyostat Leica CM 1520 

Konfokal mikroskop Leica (lazer taramalı) 

Konfokal görüntü analiz yazılımı Leica 

Protein konsantrasyon ölçüm cihazı DeNovix DS-11 

Homojenizatör Heidolph 

Santrifüj Hettich 

SDS-PAGE elektroforez sistemi Bio-Rad Mini-PROTEAN 

Elektroforez güç kaynağı Bio-Rad PowerPac Basic 

Membran transfer sistemi Thermo Scientific Pierce Power Blotter 

Western blot görüntüleme sistemi DeNovix DS-11 

Densitometri analiz yazılımı GeneSys 

İstatistiksel analiz ve grafik yazılımı GraphPad Prism v10.3.1 

pH metre Hanna HI 221 

Manyetik karıştırıcı DLab MS-H380 Pro/ Yellow line 

Hassas terazi Denver Instrument 

Otomatik pipet seti Eppendorf 

Buzdolabı / derin dondurucu (−80°C) Vestel 

Sıvı azot tankı Koçerler Gaz 

Oksijen tüpü Koçerler Gaz 
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3.2. Metot 

3.2.1. Etik Kurul Onayı ve Deney Hayvanlarının Barındırılması 

Bu çalışma, Gaziantep Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Karar 

No: 2024/10, Tarih: 08.02.2024) ve İnönü Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu (Karar No: 2025/13-13, Tarih: 17.09.2025) tarafından onaylanmış protokollere 

göre gerçekleştirildi. Çalışmada 10-17 günlük, toplam 80 adet erkek Balb-c cinsi fare 

kullanıldı. Deney hayvanları Gaziantep Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama ve 

Araştırma Merkezi ile İnönü Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama ve Araştırma 

Merkezi’nden temin edildi. Elektrofizyolojik kayıtlar ve konfokal görüntülemeler 

Gaziantep Üniversitesinde, Western blot çalışmaları ise İnönü Üniversitesinde 

gerçekleştirildi. Fareler, deney sürecine kadar 22±2°C oda sıcaklığında, optimum nem 

koşullarında ve 12 saat aydınlık/12 saat karanlık döngüsünün sağlandığı standart 

laboratuvar kafeslerinde barındırıldı. Hayvanların yem ve su tüketimi ad libitum olarak 

sağlandı. 

3.2.2. Doku Hazırlığı ve İskemik Miyelin Hasarı (OGD) Modelinin 
Oluşturulması 

Deneyde fareler, etik kurul izinlerinde belirtildiği şekilde herhangi bir anestezik 

ajan kullanılmaksızın servikal dislokasyon yöntemiyle sakrifiye edildi. Bu yöntem, uygun 

koşullarda ve yetkin uygulayıcılarca yapıldığında kemirgenler için kabul edilebilir 

fiziksel ötanazi yöntemleri arasında tanımlanmaktadır (139). Kafatası hızla açılarak beyin 

dokuları bütün halinde çıkarıldı ve buz aküsü üzerinde soğutulmuş, oksijenize (95% O2, 

5% CO2) yapay beyin omurilik sıvısı (aCSF) içerisine alındı. Kullanılan bu yapay beyin 

omurilik sıvısı (aCSF) 124 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1 mM NaH₂PO₄, 26 mM NaHCO₃, 

2 mM MgCl₂, 2.5 mM CaCl₂ ve 10 mM glukozdan oluşacak şekilde hazırlandı ve pH 7.4 

olacak şekilde ayarlandı  (14). Solüsyon içerisinde iken oligodendrositlerin yoğun 

bulunduğu Corpus Callosum’un en kalın olduğu bölgenin alınması için koronal düzlemde 

ön 1/3’lük ve arka 1/3’lük kısım ayrıldı. Geriye kalan orta 1/3’lük kısım vibratom 

cihazına (Leica VT 1000S, Almanya) yerleştirilerek koronal düzlemde 225 μm 

kalınlığında beyin kesitleri elde edildi (Şekil 3.1 ve Şekil 3.2.) (140, 141). 
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Şekil 3.1. Hücre dışı solüsyonların hazırlanması ve beyin dilimlerinin elde edilmesi. 
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Şekil 3.2. Kullanılan beyin kesitlerinin alındığı bölge. 

Oluşturulan kesitler rastgele dört ana gruba ayrıldı: Kontrol, Resveratrol, Oksijen-

Glukoz Yoksunluğu (OGD) grubu ve OGD + Resveratrol grubu. Kontrol grubundaki 

dilimler normoksik koşullarda standart aCSF içerisinde tutulurken, yalnız resveratrol 

grubundaki dilimler aynı koşullarda 50 µM resveratrol ile inkübe edildi. OGD grubunda 

iskemik miyelin hasarı oluşturulurken, OGD + Resveratrol grubunda aynı iskemik 

koşullara ek olarak 50 µM resveratrol uygulandı. Resveratrol uygulama dozu, 

OGD/iskemiye dayalı nöral doku ve hücre modellerinde daha önce kullanılarak koruyucu 

etki gösterdiği bildirilen deneysel çalışmalar dikkate alınarak belirlendi (142, 143). 

Elektrofizyolojik inceleme için her dilimden bir hücre seçilerek kayıt alındı. Aynı deney 

grubuna ait paralel dilimler ise konfokal ve western blot analizlerinde kullanıldı. İskemik 

miyelin hasarı oluşturmak amacıyla oksijen-glukoz yoksunluğu (Oxygen-Glucose 

Deprivation, OGD) modeli uygulandı. Bu modelde, fizyolojik aCSF yerine iskemik 

miyelin hasarı oluşturmak amacıyla iskemiyi taklit eden oksijen-glukoz yoksunluğu 

yaklaşımı esas alındı. Bu kapsamda OGD solüsyonunda fizyolojik aCSF den farklı olarak 

oksijen nitrojen ile, glukoz ise osmolaritenin korunması amacıyla 7 mM sükroz ile 

değiştirildi. Ayrıca enerji metabolizmasını daha etkin biçimde baskılamak için glikolizi 

inhibe eden 2 mM iyodoasetat su içinde çözündürülerek, mitokondriyal elektron taşıma 

zinciri kompleks I inhibitörü olan rotenon ise 1 µM olacak şekilde DMSO içerisinde 

çözülerek solüsyona eklendi (14). İskemi grubundaki dokular, literatürde beyaz cevher 

ve oligodendrosit hasarı oluşturmak için kullanılan OGD protokolleri temel alınarak, 
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iskemik koşulları taklit etmek amacıyla bu solüsyon içerisinde 20 dakika süreyle inkübe 

edildi (144) (Şekil 3.3.). 

 

Şekil 3.3. Alınan beyin dokularına yapılan işlemler. 

3.2.3. Elektrofizyolojik Kayıtlar 

Elektrofizyolojik verilerin elde edilmesi aşaması Gaziantep Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Fizyoloji Laboratuvarı’nda gerçekleştirildi. Tüm kayıtlar, koronal beyin 

kesitlerindeki oligodendrosit hücrelerinden Axopatch 200B amlifikatörü ile tüm-hücre 

(whole-cell) patch-clamp tekniği kullanılarak alındı. Oligodendrositlere yönelik whole-

cell kayıtlarının akut beyin dilimlerinde gerçekleştirilmesi, hücrenin doğal doku mimarisi 
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içerisindeki iyon kanal özelliklerinin değerlendirilmesi açısından uygun bir deneysel 

yaklaşım olarak kabul edilmektedir (140). Borosilikat cam kapiller borulardan çekilen 

mikropipetler hücre zarına yapıştırıldı (gigaseal oluşturuldu). Daha sonra negatif basınç 

ile hücre zarı perfore edilerek tüm-hücre (whole-cell) konfigürasyonu elde edildi.  Pipet 

içi solüsyon ile hücre içi ortamın dengelenmesinin ardından ilk olarak akım-kenetleme 

(current-clamp, CC) modunda hücrelerin dinlenim membran potansiyelleri kaydedildi. 

Ardından kanal aktivitelerini ve akım-voltaj (I-V) ilişkilerini belirlemek amacıyla voltaj-

kenetleme (voltage-clamp, VC) moduna geçilerek, yaklaşık 700 ms süreli voltaj 

adımlarıyla uygulanan spesifik kayıt protokollerinde, başlangıçtaki yaklaşık 200 ms 

transient evresinden sonraki yaklaşık 500 ms steady-state penceresi analiz edildi (132). 

Yapay beyin sıvısı (aCSF) ve uygulanan kimyasallar perfüzyon sistemiyle beyin 

kesitlerinin olduğu odacığa bir boru ve vana sistemi üzerinden yönlendirerek aktarıldı. 

Uç direnci düşük (4-7 MΩ) olan pipetler kullanıldı. Mikropipetler, borosilikat camdan iç 

çapı 1.0 mm ve dış çapı 1.2 mm çapında olacak şekilde pipet çekme cihazından (Sutter 

Instrument Co. USA) yapıldılar ve 110 mM potasyum glukonat, 9 mM HEPES, 9 mM 

EGTA, 4.5 mM MgCl2, 14 mM fosfokreatinin (tris tuzu), 4 mM ATP (Na tuzu) ve 0.3 

mM GTP (tris tuzu) ile dolduruldular. Pipet solüsyonu pH’ı potasyum hidroksit (KOH) 

ile 7.4'e ayarlandı (145). Uyarı oluşturulması, veri toplama ve sayısallaştırılmış verilerin 

çevrimdışı analizi, pClamp yazılımı (sürüm 10.4, Axon Instruments) kullanılarak 

gerçekleştirildi. Hücreler tanımlanan tutma potansiyelinde (holding potential) stabilize 

edildikten sonra spontan akım kayıtları alındı. Step protokolünde −150 mV ile +50 mV 

arasında 10 mV’luk adımlar (her basamak yaklaşık 700 ms süreli) uygulandı. Ramp 

protokolünde ise membran potansiyeli 911 ms süresince −140 mV’tan +40 mV’a 

doğrusal olarak değiştirildi. Söz konusu protokoller, literatürde yaygın kabul gören 

standart metodolojilere dayanmaktadır (132, 146). Farmakolojik uygulamalar veya 

solüsyon değişimleri sırasında hücreler ilgili ajanla sürekli perfüze edildi. İlaç etkisinin 

temporal gelişimini izlemek amacıyla kayıtlar uygulamanın 3. ve 5. dakikalarında 

kaydedildi. Bu zamanlama stratejisi, ilaç-reseptör bağlanma kinetiği ve difüzyon süreçleri 

neticesinde sistemin kararlı duruma (steady-state) ulaşmasını beklemek amacıyla tercih 

edildi. Böylelikle, erken evredeki geçici yanıtların ötesine geçilerek stabilize akım 

yanıtlarının daha hassas bir şekilde temsili sağlandı (Şekil 3.4.) (132, 147, 148). 

 

 



33 

 

 

Şekil 3.4. Elektrofizyolojik kayıtların alınması. 

Her tespit edilebilir akım komponenti için pik-pik akım genliği (pA), reversal 

potansiyeli (V_rev) ve rektifikasyon indeksi (RI) hesaplandı. Akım genliği, subtraction 

ile izole edilen I-V eğrisinin uç voltajlarındaki (-140 ve +40 mV) akım değerleri 

arasındaki fark olarak ölçülmüş olup, ilgili komponentin toplam akım büyüklüğü 

hakkında bilgi vermektedir. Reversal potansiyeli, I-V eğrisinin sıfır akım eksenini kestiği 

membran potansiyeli olarak tanımlanmış olup kanalın iyon seçiciliğini gösterir. Tek bir 
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iyona seçici kanallar için ilgili iyonun Nernst denge potansiyeline yaklaşırken, non-

selektif katyon kanalları için 0 mV civarında bulunur (149). Sıvı bağlantı potansiyeli 

düzeltmesi uygulanmadığından ölçülen V_rev değerleri teorik denge potansiyelinden 

birkaç mV pozitife kaymış olabilir. Rektifikasyon indeksi, rampa protokolünün uç 

voltajlarında ölçülen dışa akımın içe akıma oranı olarak hesaplandı (RI = |I₊₅₂ mV / I₋₁₂₈ 

mV|). RI <1 içe doğrultucu, RI ≈ 1 zayıf rektifikasyon, RI> 1 dışa doğrultucu profil olarak 

yorumlanır (150, 151). 

Membran iletkenliği (g_K), ramp protokolünden elde edilen I-V eğrisinin −120 

ile −80 mV arasındaki bölümüne uygulanan lineer regresyonun eğiminden (ΔI/ΔV) 

hesaplandı ve nanosiemens cinsinden ifade edildi (152). Oligodendrositlerde Kir4.1 

aracılı akımlar Ba²⁺'a duyarlı olduğundan, Kir4.1-duyarlı iletkenlik blokör öncesi 

basamak ile +BaCl₂ basamağı arasındaki iletkenlik farkı; TRPM4-duyarlı iletkenlik ise 

+BaCl₂ ile +9-fenantrol basamakları arasındaki fark olarak tanımlandı. Blokör-duyarlı bir 

komponentin pozitif iletkenliğe sahip olması gerektiğinden, komponent iletkenliği 

negatif olan veya 0.05 nS eşiğinin altında kalan kayıtlarda ilgili komponent ölçülemez 

kabul edildi ve reversal potansiyeli türetilmedi. Komponentlerin sodyuma göreli 

potasyum geçirgenliği, ölçülen reversal potansiyellerinden Goldman-Hodgkin-Katz 

(GHK) reversal denklemi ile her hücre için ayrı ayrı hesaplandı (152-154). Yalnızca Na⁺ 

ve K⁺ geçirgenliği dikkate alınarak [K⁺]ₒ = 2.5 mM, [Na⁺]ₒ = 151 mM, [K⁺]ᵢ = 110 mM, 

[Na⁺]ᵢ ≈ 8 mM ve 22 °C (S ≈ 58.6 mV/dekad) değerleri kullanıldı: P_Na/P_K = ([K⁺]ₒ − 

A·[K⁺]ᵢ)/(A·[Na⁺]ᵢ − [Na⁺]ₒ), A = 10^(V_rev/S). Bu koşullarda E_K = −96.3 mV olup, saf 

K⁺-seçici bir kanal için P_Na/P_K ≈ 0 beklenmektedir.  

Patch-clamp kayıtlarına dahil edilen hücreler için aşağıdaki ölçütler uygulandı: 

Dahil etme açısından, Olig2 immünofloresan boyaması ile pozitif profil veren ve Corpus 

Callosum bölgesinde oligodendrosit morfolojisi (küçük yuvarlak/oval soma, az dallanan 

ince uzantılar) sergileyen hücreler tercih edildi. Whole-cell konfigürasyonuna 

geçilmeden önce ≥1 GΩ seal direnci sağlandı (132). Kayıt boyunca holding akımı ve giriş 

direnci stabil seyreden, arka plan gürültüsü kabul edilebilir düzeyde kalan hücreler 

analize alındı. Dışlama açısından belirgin hat kayması gösteren hücreler, ardışık ilaç 

uygulamaları sırasında seal kaybı, giriş direncinde ani değişim veya holding akımında 

geri dönüşsüz kayma yaşanan hücreler, ilaç uygulama basamaklarından herhangi birinin 

tamamlanmadığı kayıtlar ve subtraction analizinde değerlendirme yapılmasına olanak 

vermeyecek düzeyde gürültülü veya bozulmuş kayıt veren hücreler analize dahil 
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edilmedi. İlgili protokollere göre uygun kayıtları alınabilen hücreler örnek sayısına (n) 

eklendi. Belirtilen kayıtları alınabilen hücreler değerlendirmeye alındığından, bazı 

parametrelerde geçerli n grup büyüklüğünden küçüktür. Bu ölçütler, oligodendrosit ve 

glial hücre patch-clamp çalışmalarında yerleşik kabul gören kalite kontrol prensipleri ile 

uyumludur (155, 156). 

3.2.4. Farmakolojik Ajanlar ve Uygulama Protokolleri 

TRPA1, Kir4.1 ve TRPM4 kanallarının oligodendrosit fonksiyonu üzerindeki 

etksini ortaya koymak amacıyla farmakolojik ajanlar ardışık biçimde perfüzyon 

banyosuna uygulandı. TRPA1 kanalının aktivasyonu için 100 µM polygodial %0.03 

DMSO içerisinde çözündürülerek kullanıldı (60). İskemik koşullarda TRPA1 

aktivasyonuna eşlik eden iyonik dengesizliğin, özellikle potasyum homeostazındaki 

bozulmanın, Kir4.1 kanalı ile ilişkisini değerlendirmek amacıyla Kir4.1 blokajı için 100 

µM baryum klorür (BaCl₂) suda çözündürülerek uygulandı (157, 158). Düşük doz 

baryumun Kir4.1 akımlarını etkili biçimde baskılayabildiği ve oligodendrosit kökenli 

Kir4.1’in beyaz cevherde ekstraselüler potasyum düzenlenmesinde önemli rol oynadığı 

bildirilmiştir (30, 158). Ardından, iskemik hasar ve hücresel şişme süreçleri ile 

ilişkilendirilen TRPM4 kanalını inhibe etmek amacıyla 30 µM 9-fenantrol %0.015 

DMSO içerisinde çözündürülerek kullanıldı. 9-fenantrol, TRPM4 için yaygın kullanılan 

bir farmakolojik inhibitör olup iskemiye bağlı hasar modellerinde koruyucu etkiler 

göstermiştir (159-161). Koruyucu ajan olarak değerlendirilen ve iskemik beyin hasarı, 

nöroenflamasyon ile beyaz cevher bütünlüğü üzerindeki nöroprotektif etkileri önceki 

çalışmalar tarafından desteklenen resveratrol, su içinde çözündürülerek 50 µM final 

konsantrasyonda perfüzyon solüsyonuna eklenip uygulandı (9, 162). Bu konsantrasyonda 

(yaklaşık 11.4 µg/mL) resveratrol sudaki çözünürlük sınırı dahilinde olduğundan DMSO 

veya etanol gibi ek bir çözücü kullanılmadı. Tüm kimyasalların stok solüsyonları 

hazırlanarak deneylerde kullanılana kadar uygun koşullarda muhafaza edildi. 

Kontrol grubunda, hücrelerden normal aCSF koşullarında bazal kayıtlar 

alındıktan sonra sırasıyla polygodial, polygodial + BaCl₂ ve polygodial + BaCl₂ + 9-

fenantrol uygulamaları gerçekleştirildi ve her basamakta akım değişiklikleri kaydedildi. 

Resveratrol grubunda ise bazal aCSF kaydını takiben önce resveratrol uygulandı, 

ardından resveratrol varlığında sırasıyla polygodial, BaCl₂ ve 9-fenantrol eklenerek beş 

basamaklı protokol tamamlandı. İskemik miyelin hasarı grubunda ise, hücrelerden 
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normal aCSF koşullarında bazal kayıtlar alındıktan sonra oksijen-glukoz yoksunluğu 

(OGD) modeli oluşturulup sırasıyla iskemi, BaCl₂ ve 9-fenantrol uygulanarak iskemik 

ortamda kanal aracılı akım değişiklikleri değerlendirildi. İskemik miyelin hasarı + 

resveratrol grubunda ise yine normal aCSF kayıtları alındıktan sonra OGD 

indüksiyonunun ardından iskemik kayıtları alındı, hemen ardından perfüzyon 

solüsyonuna resveratrol eklendi. Bunu takiben iskemik ve resveratrol içeren ortamda 

BaCl₂ ve 9-fenantrol ardışık olarak perfüze edilerek nihai elektrofizyolojik kayıtlar elde 

edildi. Her işlem basamağının 3. ile 5. dakikalarında daha önce açıklanmış 

elektrofizyolojik kayıtlar alındı. Bu tasarım hem fizyolojik hem de iskemik koşullarda 

TRPA1 aktivasyonunun etkilerini, Kir4.1 ve TRPM4 blokajının katkısını ve resveratrolün 

olası koruyucu rolünü aynı deneysel eksen üzerinde karşılaştırmalı olarak incelemeye 

olanak sağlamaktadır (Şekil 3.5.). 

 

Şekil 3.5. Kimyasal solüsyonların uygulanması ve patch-clamp kayıtlarının alınması 

protokolü. 
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İlaç uygulamalarının iyon kanalı aktivitesi üzerine etkileri, ardışık ilaç kayıtları 

arasında çıkarma (subtraction) işlemi uygulanarak ayrıştırıldı. Kontrol ve resveratrol 

gruplarında polygodial-duyarlı TRPA1 akımı = (bazal kayıt) − (polygodial sonrası kayıt), 

BaCl₂-duyarlı Kir4.1 akımı = (polygodial sonrası kayıt) − (polygodial + BaCl₂ sonrası 

kayıt), 9-fenantrol-duyarlı TRPM4 akımı = (polygodial + BaCl₂ sonrası kayıt) − 

(polygodial + BaCl₂ + 9-fenantrol sonrası kayıt) olarak hesaplandı. İskemi ve 

resveratrol+iskemi gruplarında polygodial uygulanmadığından TRPA1 akımı bu 

gruplarda hesaplanmadı. İskemi-duyarlı akım = (bazal kayıt) − (iskemi sonrası kayıt), 

BaCl₂-duyarlı Kir4.1 ve 9-fenantrol-duyarlı TRPM4 akımları ise aynı sıralamayla 

hesaplandı. 

Çalışma genelinde “Kir4.1 akımı” ve “TRPM4 akımı” ifadeleri, sırasıyla yukarıda 

tanımlanan BaCl₂-duyarlı ve 9-fenantrol-duyarlı akım komponentlerini ifade etmek 

amacıyla kullanıldı. Düşük doz BaCl₂ ve 9-fenantrol, sırasıyla Kir4.1 ve TRPM4 için 

literatürde en yaygın kullanılan farmakolojik blokerler olmakla birlikte tam kanal-selektif 

değildir. Düşük doz BaCl₂ Kir4.1 başta olmak üzere içe-doğrultucu potasyum kanal 

ailesini, 9-fenantrol ise TRPM4 başta olmak üzere bazı non-selektif katyon kanallarını 

baskılayabilmektedir. Bu nedenle ilgili komponentler söz konusu kanalların baskın 

farmakolojik etkisini yansıtmaktadır. Değerlendirmelerde ise mutlak kanal-spesifik 

akımlar olarak değil de BaCl₂- ve 9-fenantrol-duyarlı bileşenler olarak yorumlanır. 

3.2.5. Konfokal Görüntülemeler 

Deney gruplarına ait beyin dokuları, yukarıda belirtildiği şekilde çıkarıldıktan 

sonra %4 Paraformaldehit (PFA) ile tespit edilmiş ve sukroz solüsyonları kullanılarak 

dondurma işlemine karşı korundu. Hazırlanan dokulardan kriyostat cihazı ile seri koronal 

kesitler alındı. Bu kesitlerde oligodendrosit hücrelerini ve iyon kanallarını analiz etmek 

için Olig2, Kir4.1 ve TRPM4 primer antikorları ile çoklu immünfloresan işaretleme 

yapıldı. Özellikle Kir4.1 antijeninin uzun süreli fiksasyondan olumsuz etkilenmesi 

nedeniyle, boyama kalitesini artırmak amacıyla kısa süreli fiksasyon ve hassas 

permeabilizasyon teknikleri uygulandı (163). 

Kesitlerde non-spesifik bağlanmaları minimize etmek amacıyla, %5-10 normal 

keçi serumu ile %0.1-0.3 Triton X-100 içeren PBS (Fosfat Tamponlu Salin) solüsyonu 

kullanılarak oda sıcaklığında 2 saat bloklama işlemi uygulandı. Bloklamanın ardından 

dokular, aynı çözelti içerisinde hazırlanan primer antikorlar ile 4°C’de gece boyunca 
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(overnight) inkübe edildi. Literatürde, oligodendrosit ve glial dokulara yönelik konfokal 

immünfloresan çalışmalarında bloklama/permeabilizasyon basamaklarında serum ve 

Triton X-100 kombinasyonunun kullanımı ile gece boyunca 4°C’de gerçekleştirilen 

primer antikor inkübasyonu standart protokoller olarak kabul edilmektedir (164, 165). 

Primer antikor inkübasyonunun ardından PBS ile yıkanan kesitler, uygun türlere 

özgü Alexa Fluor 488, 555 veya 647 konjuge sekonder antikorlar ile oda sıcaklığında 2 

saat boyunca inkübe edildi. Nükleer boyama amacıyla DAPI uygulamasını takiben 

kesitler, floresan sinyal kaybını önlemek için antifade (floresan koruyucu) özellikli 

kapatma ortamı (mounting medium) kullanılarak lam üzerine kapatıldı. Bu protokol, 

oligodendrosit ilişkili immünfloresan analizlerde ve çoklu kanallı konfokal görüntüleme 

çalışmalarında literatürle uyumlu, standart bir iş akışı olarak benimsendi. Görüntüler lazer 

taramalı konfokal mikroskop kullanılarak elde edildi. Tüm deney gruplarında 

karşılaştırılabilirlik sağlamak amacıyla lazer gücü, dedektör kazancı, pinhole açıklığı ve 

tarama hızı gibi görüntüleme parametreleri tüm örneklerde sabit tutuldu. İlgili 

bölgelerden z-stack görüntüler alındı, gerekli durumlarda maksimum intensite 

projeksiyonları oluşturuldu ve analizler Leica yazılımı kullanılarak gerçekleştirildi (Şekil 

3.6.). Olig2-pozitif hücrelerde Kir4.1 ve/veya TRPM4 immünoreaktivitesinin dağılımı, 

kolokalizasyonu ve göreli floresan yoğunluğu nicel olarak değerlendirildi. Oligodendrosit 

çalışmalarında konfokal z-stack görüntüleme ve maksimum intensite projeksiyonu 

kullanımının standart olduğu bildirilmiştir (166, 167).  
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Şekil 3.6. Konfokal görüntüleme uygulamasının aşamaları. 
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3.2.6. Bcl-2, Bax, Caspase-3, Kir4.1, TRPM4 ve Olig2 Proteinlerinin 

Ekspresyon Düzeylerinin Western Blot Yöntemi ile Analizi  

Bu çalışmada beyin dokularında Bcl-2, Bax, Caspase-3, Kir4.1, TRPM4 ve Olig2 

proteinlerinin ekspresyon düzeyleri western blot yöntemi ile değerlendirildi. Western blot 

analizi, proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre SDS-PAGE ile ayrılması, membrana 

transfer edilmesi, hedef proteine özgü primer ve HRP-konjuge sekonder antikorlarla 

işaretlenmesi ve kemilüminesans temelli görüntüleme prensibine dayalı olarak 

gerçekleştirildi. Yöntem, literatürde tanımlanan temel SDS-PAGE ve immünoblotlama 

prensipleri esas alınarak uygulandı (168-170). 

Doku Örneklerinin Hazırlanması ve Deney Grupları 

Western blot analizleri için beyin dokuları, patch-clamp deneylerinde kullanılan 

hazırlama prosedürüyle benzer şekilde hızla çıkarıldı ve oksijenlendirilmiş solüsyon 

içinde 225 µm kalınlığında akut beyin dilimlerine ayrıldı. Akut beyin dilimlerinin deney 

öncesinde aCSF içinde kısa bir dengeleme süresine alınması, doku canlılığının ve ex-vivo 

fizyolojik bütünlüğün korunması açısından yerleşik bir yaklaşımdır (171). Bu nedenle 

Doku kesitleri, hazırlama aşamasını takiben normal aCSF içerisinde 15 dakikalık bir 

stabilizasyon süresine alınmış ve ardından dört deneysel gruba ayrıldı: 

1. Kontrol Grubu: 20 dakika boyunca normal aCSF içerisinde tutulan kesitler. 

2. Resveratrol Grubu: 50 µM resveratrol içeren normal aCSF’de 20 dakika 

inkübe edilen kesitler. 

3. İskemi (OGD) Grubu: Oksijen-glukoz yoksunluğu (OGD) solüsyonunda 20 

dakika süresince inkübe edilen kesitler. 

4. İskemi + Resveratrol Grubu: 50 µM resveratrol ilave edilmiş OGD 

solüsyonunda 20 dakika bekletilen kesitler (172, 173). (Şekil 3.7.) 
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Şekil 3.7. Western blot analizleri için yapılan işlemler. 

İnkübasyon süreci sonunda doku örnekleri, protein degradasyonunu minimize 

etmek amacıyla süratle toplanarak sıvı azotta donduruldu ve analiz gününe kadar doku 

örnekleri daha önce belirtilen deney gruplarına uygun şekilde gruplandırılarak −80°C’de 

saklandı.  

Dokuların Homojenizasyonu ve Proteinlerin Ekstraksiyonu 

Analiz öncesinde örnekler buz üzerine alınarak kontrollü şekilde çözdürüldü. 

Beyin doku örnekleri buz üzerinde çalışılarak protein ekstraksiyon kiti (GeneAll, 701-

001) ve proteaz inhibitör kokteyli (Serva, 39102.01) ilave edilerek homojenize edildi. 
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Homojenizasyon işlemi 16.000 RPM hızda 3 dakika süreyle gerçekleştirildi. 

Homojenizasyon sonrasında örnekler +4°C’de 4000 RPM’de 10 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüj işlemi sonrasında süpernatant kısmı dikkatli şekilde alınarak yeni ependorf 

tüplere aktarıldı. Elde edilen protein ekstraktlarında toplam protein konsantrasyonu 

DeNovix DS-11 cihazı kullanılarak belirlendi. Protein miktarlarının ölçülmesiyle her bir 

jel kuyucuğuna eşit miktarda toplam protein yüklenmesi sağlandı. Bu aşama, western blot 

analizinde gruplar arası karşılaştırmaların güvenilirliği açısından standardizasyon 

basamağı olarak uygulandı. 

Örneklerin Elektroforez İçin Hazırlanması 

Protein ekstraktları, elektroforez öncesinde 3 birim hacim homojenat ve 1 birim 

hacim 4× yükleme tamponu olacak şekilde karıştırıldı. Hazırlanan karışımlar 1.5 ml’lik 

ependorf tüplere alındı ve proteinlerin denatürasyonunu sağlamak amacıyla su banyosu 

içerisinde 5 dakika kaynatıldı. Kaynatma işleminden sonra örnekler oda sıcaklığında kısa 

süre bekletildi ve ardından 4000 RPM’de 1 dakika santrifüj edildi. Böylece örneklerde 

oluşabilecek yoğunlaşma ve tüp kapağı çevresindeki sıvı birikimi giderilerek yükleme 

öncesi homojen bir örnek yapısı sağlandı. 

SDS-PAGE Jellerinin Hazırlanması 

Proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre ayrılması amacıyla poliakrilamid jel 

elektroforezi uygulandı. Bu amaçla öncelikle %10 separating/lower jel hazırlandı. Her bir 

jel için 15 ml’lik tüp içerisinde 2 ml saf su, 1.67 ml %30 acrylamide/bis-acrylamide, 1.25 

ml 1.5 M Tris-HCl (pH 8.8), 25 µL %20 SDS, 25 µL %10 amonyum persülfat (APS) ve 

son olarak 2.5 µL TEMED karıştırılarak jel solüsyonu hazırlandı. Hazırlanan separating 

jel, biri ince diğeri kalın camdan oluşan Bio-Rad Mini-PROTEAN jel kasetine dikkatlice 

döküldü. Jel yüzeyinde düzgün polimerizasyon sağlamak ve hava kabarcıklarını 

uzaklaştırmak amacıyla jel üzerine izopropil alkol eklendi. Separating jelin 

polimerizasyonu tamamlandıktan sonra izopropil alkol uzaklaştırıldı. Daha sonra %5 

stacking/upper jel hazırlandı. Bunun için 15 ml’lik tüp içerisine 2.088 ml saf su, 0.506 ml 

%30 acrylamide/bis-acrylamide, 0.375 ml 1 M Tris-HCl (pH 6.8), 15 µL %20 SDS, 15 

µL %10 APS ve son olarak 1.5 µL TEMED eklendi. Hazırlanan stacking jel, polimerize 

olmuş separating jelin üzerine döküldü ve kuyucukların oluşması için uygun taraklar 

yerleştirildi. Jel tamamen donduktan sonra taraklar dikkatlice çıkarıldı ve kuyucuklar 

yürütme tamponu ile yıkandı. 
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Elektroforetik Yürütme Sisteminin Kurulması  

Hazırlanan jeller elektroforez tankına yerleştirildi. Jellerin tarak kısmı iç tarafa 

bakacak şekilde düzeneğe sabitlendi. Elektroforez tankı, jellerin iç ve dış haznelerini 

tamamen dolduracak şekilde 1× running buffer ile dolduruldu. Eşit miktarda protein 

içeren örnekler jel kuyucuklarına yüklendi. Proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre 

ayrılması için elektroforez işlemi Bio-Rad PowerPac Basic güç kaynağı kullanılarak 80 

V sabit voltajda gerçekleştirildi. Yaklaşık 3 saat sonunda proteinlerin jel boyunca yeterli 

düzeyde ayrıldığı gözlendi ve yürütme işlemi sonlandırıldı. 

Jelin Coomassie Blue ile Boyanması 

Yürütme işlemi tamamlandıktan sonra aynı anda yürütülen jellerden biri, 

yüklenen toplam protein miktarını değerlendirmek ve normalizasyon amacıyla 

Coomassie Brilliant Blue ile boyandı. Boyama işlemi 30 dakika sürdürüldü. Boyama 

sonrasında jel, fazla boyanın uzaklaştırılması amacıyla %10 asetik asit ve %50 metanol 

içeren destaining solüsyonu ile iki kez 15’er dakika yıkandı. Boyanan jel görüntülenerek 

her kuyucuktaki toplam protein yoğunluğu daha sonra yapılacak densitometrik 

normalizasyon için kaydedildi. 

Proteinlerin Membrana Transferi 

Elektroforez sonrası jelde ayrılan proteinlerin membrana aktarılması amacıyla 

transfer işlemi uygulandı. Transfer için PVDF membran (Bio-Rad) kullanıldı. Transfer 

öncesinde PVDF membran uygun şekilde aktive edildi ve transfer tamponu ile 

dengelendi. Jel, membran, filtre kâğıtları ve sünger pedlerden oluşan transfer sandviçi 

hazırlandı. Proteinlerin jelden membrana aktarılması Thermo Scientific Pierce Power 

Blotter sistemi kullanılarak gerçekleştirildi. Transfer işlemi tamamlandıktan sonra 

membran dikkatlice çıkarıldı ve sonraki antikor inkübasyon basamaklarına geçildi. 

Bloklama ve Primer Antikor İnkübasyonu 

Transfer sonrası membranda nonspesifik bağlanmaları azaltmak amacıyla 

bloklama işlemi yapıldı. Membran, 1× TBST içerisinde hazırlanmış %5 yağsız süt tozu 

solüsyonunda oda sıcaklığında 1 saat çalkalanarak inkübe edildi. Bloklama sonrasında 

membranlar hedef proteinlere özgü primer antikorlarla inkübe edildi. Bu çalışmada hedef 

proteinler olarak Bcl-2, Bax, Caspase-3, Kir4.1, TRPM4 ve Olig2 analiz edildi. Her bir 

hedef protein için uygun primer antikor, üretici firma önerileri ve laboratuvar 
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optimizasyon koşulları doğrultusunda uygun dilüsyonda hazırlanarak membranla temas 

ettirildi. Çalışmada kullanılan primer antikorlar: Olig2 (GeneTex, GTX132732; tavşan 

poliklonal), Kir4.1 (Affinity Biosciences, DF9260; tavşan poliklonal), TRPM4 (Biorbyt, 

orb668516; tavşan poliklonal), Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, sc-7382; fare 

monoklonal, klon C-2), Bax (Santa Cruz Biotechnology, sc-7480; fare monoklonal), 

Caspase-3 (Santa Cruz Biotechnology, sc-65497; fare monoklonal) ve yükleme kontrolü 

olarak β-aktin (Elabscience, E-AB-40338) kullanıldı. Bloklama ve antikor dilüsyonu 

sırasında non-spesifik bağlanmayı azaltmak amacıyla normal keçi serumu (Biorbyt, 

orb2652767) kullanıldı. Tüm primer ve sekonder antikorlar için dilüsyonlar, ilgili 

üreticilerin datasheet’lerinde Western blot uygulaması için tavsiye ettiği aralıkta 

hazırlanmıştır. Primer antikor inkübasyonu +4°C’de gece boyunca çalkalama 

koşullarında gerçekleştirildi. Bu basamak, hedef proteinlere özgü bağlanmanın 

sağlanması amacıyla uygulandı. 

Yıkama ve Sekonder Antikor İnkübasyonu 

Primer antikor inkübasyonu tamamlandıktan sonra membranlar oda sıcaklığında 

yıkama solüsyonu ile yıkandı. Yıkama solüsyonu 1× PBS/Tween içerecek şekilde 

hazırlandı. Membranlar, primer antikor fazlasının uzaklaştırılması amacıyla 3 kez 10 

dakika süreyle yıkandı. Yıkama işlemi sonrasında primer antikorun konak türüne uygun 

HRP-konjuge sekonder antikor (Biorbyt) kullanıldı. Sekonder antikor, %5 yağsız süt tozu 

içeren TBST içerisinde uygun dilüsyonda hazırlandı ve membranlar ile oda sıcaklığında 

1 saat inkübe edildi. Sekonder antikor inkübasyonu sonrasında membranlar tekrar 3 kez 

10 dakika süreyle yıkandı. Bu yıkama basamağı, nonspesifik bağlanmaların azaltılması 

ve kemilüminesans sinyalinin özgüllüğünün artırılması amacıyla uygulandı. 

Kemilüminesans Görüntüleme 

Yıkama işlemlerinin tamamlanmasının ardından membran üzerine Enhanced 

Chemiluminescence (ECL) solüsyonu (Thermo Fisher) uygulandı. ECL solüsyonu 

membran yüzeyine karanlık ortamda homojen şekilde dağıtıldı. HRP enzimi aracılığıyla 

oluşan kemilüminesans sinyali görüntüleme sistemi kullanılarak kaydedildi. Görüntüler 

bilgisayar ortamına aktarıldı ve her bir hedef protein için ayrı ayrı kayıt altına alındı. 

Western blot tekniğinde hedef proteinin özgül olarak saptanması, elektroforetik ayrım, 

membrana transfer ve antikor aracılı kemilüminesans görüntüleme basamaklarının 

birlikte uygulanmasına dayanmaktadır (170). 
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Protein Bant Yoğunluklarının Hesaplanması 

Western blot görüntülerindeki bant yoğunlukları GeneSys yazılımı kullanılarak 

densitometrik olarak analiz edildi. Yükleme kontrolü olarak her membran β-aktin 

antikoru ile yeniden incelenmiş ve β-aktin bant yoğunlukları GeneSys programı ile 

hesaplanmıştır. Her bir membranda hedef proteine ait bant yoğunluğu, aynı kuyucukta 

belirlenen β-aktin yoğunluğuna oranlanmıştır. Böylece örnekler arasında yükleme 

farklılıklarından kaynaklanabilecek değişkenlik azaltıldı. Normalize edilen bant 

yoğunluğu değerleri her grup için kaydedildi. Kontrol grubu değerleri referans alınarak 

relatif protein ekspresyon düzeyleri hesaplandı. Elde edilen veriler istatistiksel analiz için 

kullanıldı ve gruplar arası karşılaştırmalar Kontrol, R, İ ve İ+R grupları arasında yapıldı. 

3.2.7. İstatistiksel Analizler 

Verilerin istatistiksel analizleri ve grafiksel sunumları GraphPad Prism (Sürüm 

10.3.1, GraphPad Software) ile gerçekleştirildi. Normal dağılım uygunluğu Shapiro-Wilk 

testi ile değerlendirildi. Belirlenen dışlanma kriterleri dışında kalan tüm örnekler tam 

sayılarıyla analizlere dahil edildi. Normal dağılan veriler ortalama ± standart hata (M ± 

SEM), normal dağılmayan veriler ise Medyan (Min-Max) olarak ifade edildi. 

Dört grup arasındaki karşılaştırmalar, parametrik koşullarda tek yönlü ANOVA 

(post-hoc Tukey veya Games-Howell), parametrik olmayan durumlarda ise Kruskal-

Wallis (post-hoc Holm düzeltmeli Dunn) ile değerlendirildi. İki grup karşılaştırması 

Mann-Whitney U ile yapıldı. Aynı hücrede ölçülen Kir4.1 ve TRPM4 komponentleri 

eşleştirilmiş örneklem t-testi ile karşılaştırıldı. Western blot verileri her deneyde kontrole 

normalleştirildiğinden tekrarlı ölçümler tek yönlü ANOVA (Geisser-Greenhouse 

düzeltmeli), varsayım karşılanmadığında Friedman testi ile analiz edildi. Post-hoc test 

seçiminde varyans homojenliği Levene testi ile değerlendirildi; varyansların homojen 

olduğu durumlarda Tukey HSD, varyans heterojenliği saptandığında ise eşit-olmayan 

varyansa duyarlı Games-Howell testi tercih edildi. Mann-Whitney U testi, küçük 

örneklem büyüklüğü nedeniyle (n <7) normallik varsayımının güvenle test edilemediği 

iki-grup karşılaştırmalarında parametrik bağımsız örneklem t-testine alternatif olarak 

kullanıldı (174-176). Patch-clamp tablolarındaki “p (Kir4.1 ve TRPM4 eşleştirilmiş)” 

sütunları, aynı hücrede ölçülen Kir4.1 ve TRPM4 komponentleri arasındaki hücre-içi 

karşılaştırmaya karşılık gelmekte olup gruplar arası fark anlamı taşımamaktadır. Tüm 

analizlerde p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Çalışmada Kullanılan Hücrelerin Tanımlanması 

Patch-clamp kayıtlarının oligodendrosit hücrelerinden alındığını doğrulamak 

amacıyla, 225 µm kalınlığında hazırlanan akut beyin dilimlerinde oligodendrosit kimlik 

belirteci olan Olig2 antikoru ile immünofloresan boyama yapıldı ve konfokal mikroskopi 

ile görüntülendi. Konfokal görüntüleme yöntemi ile elde edilen mikrograflarda, patch-

clamp ile incelenen hücrelerin Olig2 pozitif olduğu ve dolayısıyla oligodendrosit kökenli 

olduğu doğrulandı (Şekil 4.1.). Ayrıca, çalışmada incelenen iyon kanalları olan Kir4.1, 

TRPM4 ve TRPA1'in hücre membranındaki dağılımı kanal-spesifik antikorlar ile ko-

lokalizasyon analizi yapılarak gösterildi. 

 

Şekil 4.1. Patch-clamp kayıtlarının alındığı oligodendrositlerin konfokal mikroskobi 

görüntüleri. Görüntülerin ait olduğu belirteçler görüntülerdeki etiketler ile belirtildi.  

(A) Olig2+Kir4.1 ko-lokalizasyon görüntüsü, (B) Olig2+TRPM4 ko-lokalizasyon 

görüntüsü. Merge etiketi tüm belirteçlerin aynı anda bulunduğu görüntüyü gösterir. 

A 

B 

A 
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4.2. Patch-Clamp Ölçüm Sonuçları 

Oligodendrosit hücrelerinde iyon kanalı aktivitesi, 225 µm kalınlığındaki ex vivo 

olarak incelenen akut beyin dilimlerinde tüm-hücre voltaj-clamp konfigürasyonunda iki 

farklı uyarı protokolü kullanılarak değerlendirildi. Step protokolünde voltaj basamakları 

−150 mV ile +50 mV arasında 10 mV'lik adımlarla uygulandı, her bir voltaj basamağında 

700 ms süreyle steady-state akım kayıtları alındı. Ramp protokolünde ise membran 

potansiyeli 911 ms süre içinde −140 mV'dan +40 mV'a doğru sürekli ve doğrusal biçimde 

değiştirildi. Bu sırada anlık akım kaydı alınarak yüksek voltaj çözünürlüklü I-V eğrileri 

elde edildi. 

İlaç uygulamalarının iyon kanalı aktivitesi üzerine etkileri ardışık ilaç kayıtları 

arasında çıkarma (subtraction) işlemi uygulanarak değerlendirildi. Kontrol ve resveratrol 

gruplarında polygodial-duyarlı bileşen TRPA1 akımı, BaCl₂-duyarlı bileşen Kir4.1 akımı 

ve 9-fenantrol-duyarlı bileşen de TRPM4 akımı olarak değerlendirildi. İskemi (OGD) ve 

resveratrol+iskemi (OGD) gruplarında ise polygodial uygulanmadığı için TRPA1 akımı 

bu gruplarda hesaplanmadı. Bunun yerine iskemi-duyarlı (kontrol-iskemi), Kir4.1 ve 

TRPM4 akım bileşenleri analiz edildi. Her hücrenin I-V eğrisinden sıfır akımın geçtiği 

voltaj değeri (V_rev) lineer interpolasyon yöntemiyle belirlendi. Her gruptan örnek 

olarak bazı hücrelerin kayıt grafikleri kullanıldı.  Tüm hücrelerin sayısal verileri ise özet 

çizelgelerde sunuldu. 

4.2.1. Dinlenim Membran Potansiyeli (RMP) Değerleri 

Oligodendrosit hücrelerinin dinlenim membran potansiyeli (RMP), akut beyin 

dilimlerinde akım-kenetleme (current-clamp) konfigürasyonunda, hücreye akım enjekte 

edilmeden ölçüldü. Dört deney grubunda elde edilen RMP değerleri ve analiz sonuçları 

Tablo 4.1'de ile Şekil 4.2'de birlikte sunuldu. 

Kontrol grubunda RMP ortalama olarak −67.66 ± 3.95 mV (n=4), resveratrol 

grubunda −52.73 ± 4.47 mV (n=5), iskemi grubunda −71.21 ± 0.87 mV (n=6) ve 

resveratrol+iskemi grubunda −63.40 ± 1.24 mV (n=7) olarak saptandı. İskemi grubunda 

RMP en hiperpolarize değere ulaşırken, resveratrol grubunda en depolarize değer 

kaydedildi. Hiçbir grup, kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamlı biçimde farklı 

değildi (p>0.05). Buna karşı grup ortalamaları arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (p=0.0058). Bunun yanında anlamlı bulunan tek ikili karşılaştırma resveratrol ile 

iskemi grupları arasında olduğu görüldü (p=0.0049). İskemi ile resveratrol+iskemi 
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grupları arasındaki fark ise eğilim düzeyinde kalmış, istatistiksel anlamlılığa 

ulaşamamıştır (p=0.0698). Resveratrol+iskemi grubunun RMP ortalamasının (−63.40 

mV) kontrol grubuna (−67.66 mV) yakın seyretmesi, resveratrol ön-uygulamasının 

iskemiye bağlı membran potansiyelinde gözlenen kaymanın bu grupta kontrol değerine 

daha yakın olduğunu göstermektedir. 

 

Tablo 4.1. Grupların Dinlenim Membran Potansiyeli (RMP) değerleri (ortalama ± SEM) 

ve kontrol grubuna kıyasla ikili karşılaştırma p değerleri. 

Grup n RMP (M ± SEM) SD p 

Kontrol 4 −67.66 ± 3.95 mV 7.90 — 

Resveratrol 5 −52.73 ± 4.47 mV 10.00 0.144 

İskemi 6 −71.21 ± 0.87 mV 2.12 0.818 

İskemi+Resveratrol 7 −63.40 ± 1.24 mV 3.28 
0.746 

 

 

Şekil 4.2. Gruplara göre dinlenim membran potansiyeli (RMP) değerleri. *p<0.05; **p 

<0.01. 
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4.2.2. İlaç Uygulamaları Sırasında İçeri Yönlü Akım Değişimleri 

İskemi ve resveratrol+iskemi gruplarında her hücrede bazal (kontrol) kayıt, 

iskemi (resveratrol grubunda iskemi+resveratrol), BaCl2 ve 9-fenantrol uygulama 

basamaklarında içeri yönlü akım büyüklüğü ölçüldü. İskemi grubunda akım büyüklüğü 

tüm uygulama basamaklarında stabil kalmıştır (kontrol −72.63 ± 0.88, iskemi −74.38 ± 

1.01, +BaCl2 −75.95 ± 1.17, +BaCl2+9-fenantrol −76.85 ± 1.31 pA). Buna karşılık 

resveratrol+iskemi grubunda akım ardışık uygulamalarla giderek artmıştır (bazal −66.51 

± 1.53, iskemi+resveratrol −101.35 ± 8.22, +BaCl2 −136.88 ± 14.82, +BaCl2+9-fenantrol 

−157.29 ± 19.70 pA). İki grup arasındaki fark tüm uygulama basamaklarında istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (p<0.05) (Tablo 4.2., Şekil 4.3.). 

Tablo 4.2. İskemi ve resveratrol+iskemi gruplarında ardışık uygulama basamaklarında 

ölçülen içeri yönlü (inward) akım büyüklükleri (ortalama ± SEM) ve grup içi 

karşılaştırma p değerleri. 

Uygulama basamağı 
İskemi grubu           

M ± SEM (pA) 

 

n 

Resveratrol+İskemi grubu 

M ± SEM (pA) 

 

n 
p 

Bazal (kontrol) −72.63 ± 0.88 6 −66.51 ± 1.53 7 0.0301 * 

İskemi (resv. grubunda: 
iskemi+resveratrol) 

−74.38 ± 1.01 
6 

−101.35 ± 8.22 
4 

0.0453 * 

+ BaCl2 −75.95 ± 1.17 6 −136.88 ± 14.82 5 0.0145 * 

+ BaCl2 + 9-fenantrol −76.85 ± 1.31 
6 −157.29 ± 19.70 

5 0.0149 * 
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Şekil 4.3. Bazal, iskemi, +BaCl₂ ve +9-fenantrol uygulamaları sonrası içeri 

yönlü (inward) akım değerleri. *p <0.05. 

4.2.3. Kontrol Grubunda Oligodendrosit İyon Kanalı Akımları 

Kontrol grubunda yedi oligodendrosit hücresinden alınan bazal (kontrol) kayıttan 

sonra sırasıyla polygodial, BaCl₂ ve 9-fenantrol uygulamaları yapıldı ve her basamakta 

tüm-hücre voltaj-clamp kayıtları alındı. Subtraction yöntemiyle TRPA1, Kir4.1 ve 

TRPM4 akım bileşenleri hesaplandı. Bu hücrelerden 1. ve 7. hücreler, uzun süreli 

perfüzyona bağlı belirgin baseline drifti gösterdiğinden komponent analizine dahil 

edilmeyip grup n=5 hücre üzerinden değerlendirildi. Ramp protokolünden elde edilen 

kanal komponentlerinin bir örneği 2. kontrol hücresinde (Kontrol-H2) gözlendi. Bu 

hücrede subtraction analizinde Kir4.1 akımı 16.2 pA pik-pik genlikte ve V_rev = −83.7 

mV, TRPM4 akımı 48.1 pA genlikte ve V_rev = −99.7 mV değerinde hesaplandı. Bu 

reversal potansiyelleri, oligodendrositlerde Kir4.1 ve TRPM4 kanallarının K⁺ denge 

potansiyeli (yaklaşık −97 mV) civarındaki K⁺-baskın iletkenlik profilini yansıtmaktadır 

(Şekil 4.4.). 
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Şekil 4.4. Kontrol grubu (Kontrol-H2) ramp protokolü I-V eğrileri ve subtraction 

analizi. (A) Ardışık uygulamalara ait I-V eğrileri, (B) TRPA1 akımı, (C) Kir4.1 akımı, 

(D) TRPM4 akımı. 

Kontrol grubunda iyon kanalı komponentlerinin belirlenmesi amacıyla, her 

hücrede voltaj basamağı (step) protokolü uygulanarak içeri/dışarı yönlü akımlar 

kaydedildi. Kayıtlar önce kontrol koşulunda, ardından sırasıyla polygodial (TRPA1 

agonisti), BaCl₂ (Kir blokeri) ve 9-fenantrol (TRPM4 blokeri) uygulanarak tekrarlandı. 

Kontrol grubundan temsili bir hücreye (Kontrol-H5) ait akım kayıtları Şekil 4.5.'te verildi. 

Her step voltajına karşılık gelen akım izleri kararlı durum (steady-state) penceresi 

boyunca stabil seyretmiştir. Ardışık blokör uygulamalarıyla akım genliğinde kademeli bir 

azalma gözlendi. 

Aynı hücreye ait akım-voltaj (I-V) eğrileri Şekil 4.6. A'da gösterilmektedir. Dört 

uygulama koşuluna ait I-V eğrileri birbirinden belirgin biçimde ayrışmış olup, en büyük 

akım kontrol kaydında, en küçük akım ise tüm blokörlerin uygulandığı koşulda elde 

edildi. Ardışık koşulların farkı alınarak ilgili kanal akımları ayrıştırıldı (Şekil 4.6. B): 

Kontrol ile polygodial kayıtları arasındaki fark TRPA1, polygodial ile BaCl₂ kayıtları 
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arasındaki fark Kir4.1, BaCl₂ ile 9-fenantrol kayıtları arasındaki fark ise TRPM4 akımına 

karşılık gelmektedir. Bu temsili kontrol hücresinde, çalışmanın odağında yer alan Kir4.1 

ve TRPM4 komponentlerinin her ikisi de ayrıştırılabilir düzeyde tespit edildi. 

 

Şekil 4.5. Kontrol grubu (Kontrol-H5) step protokolü ham akım kayıtları. Soldan sağa: 

kontrol, +polygodial, +BaCl₂, +9-fenantrol uygulamaları. 

 

Şekil 4.6. Kontrol grubu (Kontrol-H5) step protokolü I-V eğrileri ve subtraction analizi. 

(A) Ardışık uygulamalara ait I-V eğrileri, (B) ayrıştırılan kanal komponentleri (TRPA1, 

Kir4.1, TRPM4). 

Kontrol grubuna ait beş hücrenin subtraction analizinden elde edilen kanal 

komponentlerinin nicel parametreleri (pik-pik genlik, reversal potansiyeli (V_rev) ve 

rektifikasyon indeksi (RI)) Tablo 4.3.'te sunuldu. Kir4.1 ve TRPM4 komponentleri 

hücreden hücreye genlik ve reversal potansiyeli açısından belirgin değişkenlik göstermiş, 

yalnızca Kontrol-H2 hücresinde her iki komponent de K⁺ denge potansiyeline yakın 
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reversal potansiyeli (Kir4.1 −83.7 mV, TRPM4 −99.7 mV) sergilemiştir. Diğer 

hücrelerde komponentler daha büyük genlikli ancak reversal potansiyeli sıfıra yakın 

profiller göstermiştir (Şekil 4.7.). 

Tablo 4.3. Kontrol grubu kanal komponentlerinin nicel parametreleri (ortalama ± SEM). 

Parametre Kir4.1 (M ± SEM) n TRPM4 (M ± SEM) n p 

Komponent genliği 

(pA) 
58.9 ± 13.8 5 44.7 ± 5.6 5 0.347 

Reversal potansiyeli 

(mV) 
−17.5 ± 17.7 5 −26.7 ± 18.9 5 0.006 * 

Doğrultma indeksi 

(RI) 
2.70 ± 2.02 5 1.34 ± 0.84 5 0.317 

 

 

Şekil 4.7. Kontrol grubu (n = 5) hücrelerinde Kir4.1 ve TRPM4 komponent genliği, 

reversal potansiyeli ve doğrultma indeksi. Her sütun tek bir hücreyi temsil eder. 

4.2.4. Resveratrol Grubunda İyon Kanalı Akımları 

Resveratrol grubunda beş oligodendrosit hücresinde (n=5) bazal kayıt sonrası 

önce resveratrol uygulandı ve kayıt alındı. Ardından sırasıyla polygodial, BaCl₂ ve 9-

fenantrol eklenerek beş basamaklı protokol tamamlandı. Bu grupta dikkat çeken bulgu, 

resveratrolün hücreden hücreye birbirinden farklı yönlerde etki oluşturmasıdır. İki 

hücrede (Resv-H1, Resv-H5) resveratrol uygulaması akımı belirgin biçimde azaltıcı etki 

gösterirken, iki hücrede (Resv-H2, Resv-H4) akımı artırıcı yönde etki yaptığı görüldü. 

Bir hücrede ise (Resv-H3) resveratrolün belirgin bir etkisi olduğu gözlemlenmedi. 
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Resveratrol grubunda kanal modülasyonunun en belirgin biçimde gösteren örnek 

hücre Resv-H5 olmuştur. Bu hücrede +62 mV kenetleme voltajında bazal akım yaklaşık 

+700 pA, −138 mV'da yaklaşık −1200 pA değerlerinde kaydedilmiştir. Subtraction 

analizinde ise TRPM4 akım bileşeni −138 mV'da yaklaşık −320 pA, Kir4.1 akım bileşeni 

ise yaklaşık −200 pA gibi olağanüstü büyük genliklerde elde edildi (Şekil 4.8. ve Şekil 

4.9.). 

 

Şekil 4.8. Resveratrol grubu (Resv-H5) step protokolü ham akım kayıtları. Soldan 

sağa: kontrol, +resveratrol, +polygodial, +BaCl₂, +9-fenantrol uygulamaları. 

 

 

Şekil 4.9. Resveratrol grubu (Resv-H5) step protokolü I-V eğrileri ve subtraction 

analizi. (A) Ardışık uygulamalara ait I-V eğrileri, (B) ayrıştırılan komponentler 

(resveratrol-duyarlı, TRPA1, Kir4.1, TRPM4). 

Aynı hücrenin ramp protokolü kayıtları, step protokolüyle uyumlu büyük 

genlikleri yüksek voltaj çözünürlüğüyle göstermektedir (Şekil 4.10.). Ramp analizinde 

resveratrol-duyarlı bileşen V_rev = +8.5 mV, Kir4.1 V_rev = +4.4 mV ve TRPM4 V_rev 

= −0.6 mV olarak hesaplandı. 
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Şekil 4.10. Resveratrol grubu (Resv-H5) ramp protokolü I-V eğrileri ve subtraction 

analizi. (A) Ardışık uygulamalara ait I-V eğrileri, (B) resveratrol-duyarlı akım, (C) 

TRPA1 akımı, (D) Kir4.1 akımı, (E) TRPM4 akımı, (F) tüm komponentlerin 

karşılaştırması. 

Resveratrol grubunda resveratrolün güçlü inhibitör etkisinin gözlendiği bir başka 

örnek hücre Resv-H1 olmuştur (Şekil 4.11.). Bu hücrede resveratrol-duyarlı bileşen ramp 

protokolünde V_rev = +11.0 mV değerinde lineer ve büyük genlikli (>150 pA) bir akım 

olarak ortaya çıktığı, sonraki ilaç uygulamalarına bağlı kanal akım bileşenleri ise küçük 

genliklerde kaldığı görüldü. 
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Şekil 4.11. Resveratrol grubu (Resv-H1) ramp protokolü I-V eğrileri ve subtraction 

analizi. (A) Ardışık uygulamalara ait I-V eğrileri, (B) resveratrol-duyarlı akım, (C) 

TRPA1 akımı, (D) Kir4.1 akımı, (E) TRPM4 akımı, (F) tüm komponentlerin 

karşılaştırması. 

Resveratrol grubunda beş hücrede (n = 5) Kir4.1 ve TRPM4 komponentlerinin 

genlik, reversal potansiyeli (V_rev) ve doğrultma indeksi (RI) değerleri belirlendi. Her 

hücreye ait değerler Şekil 4.12'de, gruba ait ortalama ± SEM değerleri ve iki komponentin 

karşılaştırması ise Tablo 4.4'te gösterildi. Komponent genliği hücreler arasında belirgin 

değişkenlik göstermiş, özellikle bir hücrede (Resv-H5) hem Kir4.1 hem de TRPM4 

akımları diğer hücrelere kıyasla belirgin biçimde yüksek ölçülmüş ve bu durum grup 
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ortalamalarının yüksek standart hata değerlerine yansımıştır (Kir4.1 genliği 85.6 ± 40.9 

pA, TRPM4 genliği 107.8 ± 90.6 pA). Reversal potansiyeli Kir4.1 için −44.5 ± 21.7 mV 

(n = 5), TRPM4 için −21.7 ± 19.1 mV (n = 4, bir hücrede TRPM4 V_rev ölçülemedi). 

Doğrultma indeksi ise Kir4.1 için 1.44 ± 0.55, TRPM4 için 0.58 ± 0.08 olarak bulundu. 

Aynı hücrelerde Kir4.1 ve TRPM4 komponentleri eşleştirilmiş t-testi ile 

karşılaştırıldığında, incelenen üç parametrenin hiçbirinde iki komponent arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmadı (p>0.05).  

 

Şekil 4.12. Resveratrol grubu hücrelerinde Kir4.1 ve TRPM4 komponent genliği, 

reversal potansiyeli ve doğrultma indeksi. Her sütun tek bir hücreyi temsil eder. 

Tablo 4.4. Resveratrol grubu kanal komponentlerinin nicel parametreleri (ortalama ± 

SEM). 

Parametre Kir4.1 (M ± SEM) n TRPM4 (M ± SEM) n p 

Komponent genliği 

(pA) 
85.6 ± 40.9 5 107.8 ± 90.6 5 0.705 

Reversal potansiyeli 

(mV) 
−44.5 ± 21.7 5 −21.7 ± 19.1 4 0.440 

Doğrultma indeksi 
(RI) 

1.44 ± 0.55 5 0.58 ± 0.08 5 0.208 

4.2.5. İskemik (OGD) Grubunda İyon Kanalı Akımları 

İskemi grubunda yedi oligodendrosit hücresinde (n=7) bazal kayıttan sonra 

oksijen-glukoz yoksunluğu (OGD) modeli uygulanıp kayıt alındı. Ardından sırasıyla 

BaCl₂ ve 9-fenantrol kayıtları da elde edildi. Bu grupta en dikkat çekici nicel bulgu, 

Kir4.1 ve TRPM4 akım komponentlerinin genliklerinin kontrol grubuna kıyasla belirgin 
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biçimde küçülmesi olmuştur. Kir4.1 komponent genliği kontrol grubunda ortalama 58.9 

± 13.8 pA iken iskemi grubunda 15.1 ± 1.5 pA, TRPM4 komponent genliği ise kontrol 

grubunda 44.7 ± 5.6 pA iken iskemi grubunda 10.0 ± 6.0 pA düzeyine gerilemiştir. Bazal 

akım genlikleri de iskemi grubunda belirgin biçimde küçülmüş (+52 mV'da ortalama 57.4 

pA), kontrol grubunun ortalamasının (221.2 pA) yaklaşık dörtte birine inmiştir (Tablo 

4.5.). 

Tablo 4.5. Kontrol grubu ile iskemi grubunun bazı parametrelerinin karşılaştırılması 

(ortalama ± SEM).  

İskemi grubunda OGD uygulamasının akım profili üzerine etkisinin gözlendiği 

örnek hücrelerden biri İskemi-H3 hücresidir. Bu hücrede +62 mV kenetleme voltajında 

bazal akım yaklaşık +86 pA değerinde kaydedildi. Bunu takiben OGD uygulaması 

sonrasında akımın büyük ölçüde azaldığı görüldü. Subtraction analizinde Kir4.1 ve 

TRPM4 akım komponentleri çok küçük genliklerde (birkaç pA seviyesinde) kaldı (Şekil 

4.13. ve Şekil 4.14.). 

 

Şekil 4.13. İskemi grubu (İskemi-H3) step protokolü ham akım kayıtları. Soldan 

sağa: kontrol, +OGD, +BaCl₂, +9-fenantrol uygulamaları. 

 

Komponent Kontrol (M ± SEM) n İskemi (M ± SEM) n 

Kir4.1 genlik (pA) 58.9 ± 13.8 5 13.1 ± 2.4 7 

TRPM4 genlik (pA) 44.7 ± 5.6 5 10.0 ± 6.0 7 

Bazal akım (+52 mV) ~221 pA 5 ~57 pA 7 
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Şekil 4.14. İskemi grubu (İskemi-H3) step protokolü I-V eğrileri ve subtraction analizi. 

(A) Ardışık uygulamalara ait I-V eğrileri, (B) ayrıştırılan komponentler (iskemi-duyarlı, 

Kir4.1, TRPM4). 

Aynı hücrenin ramp protokolü kayıtları step bulgularını desteklemektedir (Şekil 

4.15.). Ramp analizinde iskemi-duyarlı bileşen V_rev = −71.4 mV değerinde gözlendi. 

Bu durum, OGD altında K⁺ iletkenliği üzerinden gözlenen değişikliklerle uyumludur. 

Kir4.1 (V_rev = −78.0 mV) ve TRPM4 (V_rev = −80.8 mV) komponentleri klasik 

reversal potansiyellerini sergilediği ancak genliklerini yalnızca 12 pA seviyesinde olduğu 

görüldü. Bu sonuç fonksiyonel yapı korunduğunu ancak kanal aktivitesinin büyük ölçüde 

baskılandığını göstermektedir. 
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Şekil 4.15. İskemi grubu (İskemi-H3) ramp protokolü I-V eğrileri ve subtraction analizi. 

(A) Ardışık uygulamalara ait I-V eğrileri, (B) iskemi-duyarlı bileşen, (C) Kir4.1 akımı, 

(D) TRPM4 akımı. 

İskemi grubunun farmakolojik etkilerinin sınırlı kaldığı örnek bir hücre de İskemi-

H6 hücresi olmuştur (Şekil 4.16.). Bu hücrede tüm ilaç uygulamalarına rağmen I-V 

eğrileri neredeyse üst üste binmiş ve lineer bir profil sergilemiştir. Subtraction analizinde 

Kir4.1 ve TRPM4 komponentleri tespit edilebilmiş olsa da genlikler çok küçük (<14 pA) 

kalmıştır. Bu profil, OGD'nin oligodendrosit membran iletkenliği üzerine sistematik 

baskılayıcı etkisini net biçimde göstermektedir. 
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Şekil 4.16. İskemi grubu (İskemi-H6) ramp protokolü I-V eğrileri ve subtraction analizi. 

(A) Ardışık uygulamalara ait I-V eğrileri, (B) iskemi-duyarlı bileşen, (C) Kir4.1 akımı, 

(D) TRPM4 akımı. 

İskemi grubunda yedi hücrede (n = 7) Kir4.1 ve TRPM4 komponentlerinin genlik, 

reversal potansiyeli (V_rev) ve doğrultma indeksi (RI) değerleri belirlendi. Her hücreye 

ait değerler Şekil 4.17'de, gruba ait ortalama ± SEM değerleri ve iki komponentin 

karşılaştırması ise Tablo 4.6'da gösterildi. Komponent genliği Kir4.1 için 13.1 ± 2.4 pA 

(n = 7), TRPM4 için 10.0 ± 6.0 pA (n = 7) olarak ölçülmüş olup, her iki komponentin 

genliği iskemik koşulda göreli olarak düşük düzeyde kalmıştır. Reversal potansiyeli 

Kir4.1 için −83.8 ± 5.2 mV (n = 7), TRPM4 için −52.3 ± 22.2 mV (n = 5, iki hücrede 

TRPM4 V_rev ölçülemedi) olarak bulundu. Bu grupta Kir4.1 reversal potansiyeli, 

hücreler arasında dar bir aralıkta dağılmış (düşük standart hata) ve belirgin biçimde 

hiperpolarize değerlerde yoğunlaşmıştır. Doğrultma indeksi ise Kir4.1 için 3.79 ± 0.92, 

TRPM4 için 2.68 ± 1.53 olarak hesaplandı. Aynı hücrelerde Kir4.1 ve TRPM4 

komponentleri eşleştirilmiş t-testi ile karşılaştırıldığında, incelenen üç parametrenin 

hiçbirinde iki komponent arasında istatistiksel olarak anlamlı fark saptanamadı. 
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Şekil 4.17. İskemi grubu hücrelerinde Kir4.1 ve TRPM4 komponent genliği, reversal 

potansiyeli ve doğrultma indeksi. Her sütun tek bir hücreyi temsil eder. 

Tablo 4.6. İskemi grubu kanal komponentlerinin nicel parametreleri. 

Parametre Kir4.1 (M ± SEM) n TRPM4 (M ± SEM) n p 

Komponent genliği 

(pA) 
13.1 ± 2.4 7 10.0 ± 6.0 7 0.630 

Reversal potansiyeli 

(mV) 
−83.8 ± 5.2 7 −52.3 ± 22.2 5 0.170 

Doğrultma indeksi 

(RI) 
3.79 ± 0.92 7 2.68 ± 1.53 7 0.560 

 

4.2.6. Resveratrol+İskemi Grubunda Kanal Akımlarının Değerlendirilmesi 

Resveratrol+iskemi grubunda altı oligodendrosit hücresinde (n=6) bazal kayıt 

alındıktan sonra OGD ile resveratrol uygulanıp kayıt alındı. Ardından sırasıyla BaCl₂ ve 

9-fenantrol kayıtları elde edildi. Çalışmamızın temel hipotezi açısından kritik olan bu 

grupta, iskemi grubunda baskılanan Kir4.1 ve TRPM4 akım komponentlerinin resveratrol 

uygulaması ile değişip değişmediği nicel parametreler (genlik, reversal potansiyeli) 

düzeyinde değerlendirildi. Bu grupta komponent genlikleri iskemi grubuna benzer 

biçimde düşük kalmış (Kir4.1 10.9 ± 1.3 pA, TRPM4 19.6 ± 5.8 pA), ancak aşağıda 

ayrıntılandırıldığı üzere reversal potansiyeli dağılımı ve içeri-yönlü akımın farmakolojik 

modülasyonu açısından iskemi grubundan belirgin biçimde ayrışmıştır. 
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Bu hücreler içinde uygun yanıt sergileyen hücrelerden birinin İskRes-H1 hücresi 

olduğu görüldü. Bu hücrede +62 mV'da TRPM4 akımı +17.5 pA, −138 mV'da −6.5 pA 

değerinde tespit edildi. Aynı hücrede Kir4.1 akımı outward yönde +6.7 pA olarak 

hesaplandı (Şekil 4.18. ve 4.19.). İskemi grubu hücrelerinin aksine bu hücrede BaCl₂ ve 

9-fenantrol uygulamalarının akımı kademeli biçimde değiştirebildiği ve subtraction 

analizinin anlamlı kanal akım komponentleri üretebildiği gözlendi. 

 

Şekil 4.18. Resveratrol+İskemi grubu (İskRes-H1) step protokolü ham akım 

kayıtları. Soldan sağa: kontrol, +OGD+resveratrol, +BaCl₂, +9-fenantrol 

uygulamaları. 

 

Şekil 4.19. Resveratrol+İskemi grubu (İskRes-H1) step protokolü I-V eğrileri ve 

subtraction analizi. (A) Ardışık uygulamalara ait I-V eğrileri, (B) ayrıştırılan 

komponentler: Kir4.1 akımı (+6.7 pA outward), TRPM4 akımı (+17.5 pA outward, −6.5 

pA inward). 
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Aynı hücrenin ramp protokolü kayıtları step bulgularını yüksek voltaj 

çözünürlüğüyle desteklemektedir. Ramp analizinde TRPM4 akımı V_rev = −71.7 mV 

değeri ile 9-fenantrol-duyarlı non-selektif katyon kanalı profilini sergilemiştir. TRPM4, 

Ca2+-aktive olan ve monovalan katyonlara geçirgen bir kanaldır. Ölçülen V_rev’in K⁺ 

denge potansiyeline yakın olması bu hücrede K⁺-baskın seçici geçirgenlikten değil, 

intrasellüler kayıt çözeltisindeki yüksek K⁺ konsantrasyonu ve aşağıdaki subtraction 

analizinin K⁺ akımlarına eşlik eden artık bir komponentin katkısından kaynaklanıyor 

olabilir (Şekil 4.20.). 

 

Şekil 4.20. Resveratrol+İskemi grubu (İskRes-H1) ramp protokolü I-V eğrileri ve 

subtraction analizi. (A) Ardışık uygulamalara ait I-V eğrileri, (B) iskemi+resveratrol-

duyarlı bileşen, (C) Kir4.1 akımı, (D) TRPM4 akımı. 

Resveratrol+iskemi grubunda kanal akımı geri dönüşünün gözlendiği bir başka iyi 

örnek, Kir4.1 akımının klasik profiliyle gözlendiği İskRes-H7 hücresi olmuştur (Şekil 

4.21.). Bu hücrede subtraction analizinde Kir4.1 akımı +62 mV'da +6.0 pA outward, −138 

mV'da ise −7.9 pA inward yönde tespit edildi (Şekil 4.21.).  
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Şekil 4.21. Resveratrol+İskemi grubu (İskRes-H7) step protokolü I-V eğrileri ve 

subtraction analizi. (A) Ardışık uygulamalara ait I-V eğrileri, (B) ayrıştırılan 

komponentler (OGD+resveratrol-duyarlı, Kir4.1, TRPM4). 

İskemi+Resveratrol grubundan yine aynı hücreye (İskRes-H7) ait ramp protokolü 

kayıtları, aynı hücrenin step protokolü bulgularını yüksek voltaj çözünürlüğüyle 

desteklemektedir (Şekil 4.22.). Ham I-V eğrilerinden ardışık koşulların farkı alınarak üç 

akım komponenti ayrıştırıldı. (OGD+resveratrol)-duyarlı akım −72.9 mV'de sıfır akımı 

düzeyini kesmiştir (Şekil 4.22. B). BaCl₂-duyarlı Kir4.1 akımı reversal potansiyelini 

−53.2 mV'de göstermiş olup, bu değer aynı hücrenin step protokolünden elde edilen 

Kir4.1 reversal potansiyeli (−53.3 mV) ile neredeyse birebir örtüşmektedir (Şekil 4.22. 

C). 9-fenantrol-duyarlı TRPM4 akımı ise düşük genlikli (yaklaşık ±1 pA) bir komponent 

olarak ayrıştırıldı ve reversal potansiyeli −48.2 mV olarak belirlendi (Şekil 4.22. D). 
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Şekil 4.22. Resveratrol+İskemi grubu (İskRes-H7) ramp protokolü I-V eğrileri ve 

subtraction analizi. (A) Ardışık uygulamalara ait I-V eğrileri, (B) OGD+resveratrol-

duyarlı akım, (C) Kir4.1 akımı, (D) TRPM4 akımı. 

Resveratrol+İskemi grubunda altı hücrede (n = 6) Kir4.1 ve TRPM4 

komponentlerinin genlik, reversal potansiyeli (V_rev) ve doğrultma indeksi (RI) değerleri 

belirlendi. Her hücreye ait değerler Şekil 4.23'te, gruba ait ortalama ± SEM değerleri ve 

iki komponentin karşılaştırması ise Tablo 4.7'de gösterildi. Komponent genliği Kir4.1 

için 8.15 ± 2.02 pA (n = 6), TRPM4 için 7.93 ± 4.53 pA (n = 6) olarak ölçülmüş olup, her 

iki komponentin genliği bu grupta düşük düzeyde kalmıştır. Reversal potansiyeli Kir4.1 

için −82.3 ± 16.0 mV (n = 5, bir hücrede Kir4.1 V_rev ölçülemedi), TRPM4 için −44.7 

± 26.4 mV (n = 6) olarak bulundu. Doğrultma indeksi ise Kir4.1 için 2.07 ± 0.62, TRPM4 

için 1.03 ± 0.33 olarak hesaplandı. Aynı hücrelerde Kir4.1 ve TRPM4 komponentleri 

eşleştirilmiş t-testi ile karşılaştırıldığında, incelenen üç parametrenin hiçbirinde iki 

komponent arasında istatistiksel olarak anlamlı fark saptanamadı (p>0.05).  

Vrev = -53.2 mV 

Vrev = -72.9 mV 
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Şekil 4.23. Resveratrol+İskemi grubu hücrelerinde Kir4.1 ve TRPM4 komponent 

genliği, reversal potansiyeli ve doğrultma indeksi. Her sütun tek bir hücreyi temsil eder. 

Tablo 4.7. Resveratrol + İskemi grubu kanal komponentlerinin nicel parametreleri 

(ortalama ± SEM). 

Parametre Kir4.1 (M ± SEM) n TRPM4 (M ± SEM) n p 

Komponent genliği (pA) 8.15 ± 2.02 6 7.93 ± 4.53 6 0.961 

Reversal potansiyeli (mV) −82.3 ± 16.0 5 −44.7 ± 26.4 6 0.526 

Doğrultma indeksi (RI) 2.07 ± 0.62 6 1.03 ± 0.33 6 0.112 

Dört deney grubunun Kir4.1 ve TRPM4 komponent genlikleri Tablo 4.8'de 

verildi. Kir4.1 komponent genliği kontrol (58.9 pA) ve resveratrol (85.6 pA) gruplarında 

belirgin biçimde yüksek iken, iskemi (13.1 pA) ve resveratrol+iskemi (8.15 pA) 

gruplarında düşük düzeyde kalmıştır. TRPM4 genliği için de benzer bir örüntü gözlendi. 

Bu örüntü, iskemik koşulların oligodendrosit Kir4.1 ve TRPM4 akım genliklerini belirgin 

biçimde baskıladığını göstermektedir. Hiçbir grupta iki komponent arasında istatistiksel 

olarak anlamlı fark bulunamadı (p>0.05). 
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Tablo 4.8. Gruplara göre Kir4.1 ve TRPM4 komponent genliklerinin değerleri (ortalama 

± SEM). Tüm hücreler dahil edildi ve genlik filtresi uygulanmadı. 

Grup 
Kir4.1 genlik (pA) 

M ± SEM 

TRPM4 genlik 

(pA) M ± SEM 
n p 

Kontrol 58.9 ± 13.8 44.7 ± 5.6 5 0.347 

Resveratrol 85.6 ± 40.9 107.8 ± 90.6 5 0.705 

İskemi 13.1 ± 2.4 10.0 ± 6.0 7 0.630 

Resv+İskemi 8.15 ± 2.02 7.93 ± 4.53 6 0.961 

Kir4.1 ve TRPM4 komponent genliklerinin dört çalışma grubu arasındaki 

karşılaştırması Şekil 4.24'te gösterildi. Değerler tüm hücreler üzerinden, genlik filtresi 

uygulanmadan hesaplandı. Kir4.1 komponent genliği kontrol grubunda 58.9 ± 13.8 pA, 

resveratrol grubunda 85.6 ± 40.9 pA iken, iskemik gruplarda belirgin biçimde düşmüş 

olduğu görüldü (İskemi 13.1 ± 2.4 pA, Resveratrol+İskemi 8.15 ± 2.02 pA) ve gruplar 

arası fark istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p=0.003). İkili karşılaştırmalarda 

resveratrol+İskemi grubunun Kir4.1 genliği hem kontrol (p=0.011) hem de resveratrol 

(p=0.021) grubuna kıyasla anlamlı biçimde düşüktür (Şekil 4.24. A). TRPM4 komponent 

genliği de benzer bir örüntü göstermiş, kontrol grubunda 44.7 ± 5.6 pA iken iskemik 

gruplarda azalmıştır (İskemi 10.0 ± 6.0 pA, Resveratrol+İskemi 7.93 ± 4.53 pA). Gruplar 

arası fark anlamlı bulundu (p=0.016). İkili karşılaştırmalarda kontrol grubunun TRPM4 

genliği hem iskemi (p=0.034) hem de resveratrol+iskemi (p = 0.034) grubundan anlamlı 

biçimde yüksektir (Şekil 4.24. B). Resveratrol grubunda TRPM4 genliği yüksek bir 

ortalama (107.8 ± 90.6 pA) sergilemekle birlikte, bu değer çok büyük standart sapmasıyla 

belirgin hücreler arası değişkenliği yansıtmaktadır. 
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Şekil 4.24. Gruplara göre Kir4.1 (A) ve TRPM4 (B) komponent genliklerinin 

karşılaştırması (M ± SEM). *p <0.05. 

4.2.7. Ramp Protokolünden Elde Edilen Reversal Potansiyel Değerleri 

Ramp protokolünün step protokolüne kıyasla en önemli avantajı, her hücrede 

kanal komponentinin sıfır akım eksenini geçtiği voltajın (V_rev, reversal potansiyeli) 

hassas biçimde belirlenebilmesidir. Çalışmamızda dört deney grubunda toplam 23 hücre 

için Kir4.1, TRPM4 ve TRPA1/iskemi-duyarlı akım komponentlerine ait reversal 

potansiyel değerleri ramp protokolüyle hesaplandı. Tablo 4.9., dört grupta kanal 

komponenti bazında elde edilen V_rev değerlerinin karşılaştırmasını sunmaktadır. 

Kir4.1 komponentinin reversal potansiyeli iskemi grubunda −79.1 ± 2.3 mV, 

resveratrol+iskemi grubunda −86.4 ± 15.0 mV; TRPM4 reversal potansiyeli ise iskemi 

grubunda −71.5 ± 7.9 mV, resveratrol+iskemi grubunda −45.0 ± 25.8 mV olarak ölçüldü 

(Tablo 4.9.). İskemi ve resveratrol+iskemi gruplarında tespit edilebilen Kir4.1 

komponentlerinin reversal potansiyellerinin K⁺ denge potansiyeli (yaklaşık −97 mV) 

civarında toplanması, bu komponentlerin K⁺ denge potansiyeline yakın reversal 

potansiyelleri ile uyumlu olduğunu göstermektedir (Şekil 4.25.). 
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Şekil 4.25. Gruplardaki uygulamalara göre reversal potansiyel (V_rev) değişimleri (M ± 

SEM). 

Kir4.1 ve TRPM4 komponentlerinin reversal potansiyelleri (V_rev) dört çalışma 

grubu arasında karşılaştırıldı. Elde edilen p değerleri, aynı hücrelerde Kir4.1 ile 

TRPM4'ün eşleştirilmiş t-testi ile karşılaştırılmasından bulundu. Gruba ait ortalama ± 

SEM değerleri Tablo 4.9'da gruplar arası karşılaştırma ise Şekil 4.26’da verildi. Analize 

yalnızca ilgili komponentin V_rev değeri ölçülebilen hücreler dahil edildiğinden, bazı 

parametrelerde geçerli n grup büyüklüğünden küçüktür. Kir4.1 reversal potansiyeli 

kontrol grubunda −17.5 ± 17.7 mV (n = 5) iken, iskemik gruplarda belirgin biçimde daha 

hiperpolarize değerlere kaymıştır (İskemi −79.1 ± 2.3 mV, n = 7; Resveratrol+İskemi 

−86.4 ± 15.0 mV, n = 5), resveratrol grubunda ara bir değer (−44.5 ± 21.7 mV, n = 5) 

gözlendi (Şekil 4.26. A). Kontrol grubunda gözlenen yüksek standart hata (SEM = 17.7 

mV) ve görece depolarize ortalama V_rev değeri, ölçüm yapılan hücreler arasında V_rev 

dağılımının geniş olduğunu ve bazı hücrelerin K⁺ denge potansiyeline yakın klasik K⁺-

baskın profil sergilerken bazı hücrelerin sızıntı ve/veya katyon karışımlı bir iletkenliği 

yansıtacak şekilde daha depolarize V_rev verdiğini göstermektedir. TRPM4 reversal 

potansiyeli ise kontrol grubunda −26.7 ± 18.9 mV (n = 5), resveratrol grubunda −21.7 ± 
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19.1 mV (n = 4), iskemi grubunda −71.5 ± 7.9 mV (n = 7) ve resveratrol+iskemi grubunda 

−45.0 ± 25.8 mV (n=6) olarak bulundu (Şekil 4.26. B). Gruplar arası karşılaştırmada 

reversal potansiyellerinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmadı (p>0.05). Bu 

nedenle Şekil 4.26'da anlamlılık işareti gösterilmedi. Aynı hücrelerde Kir4.1 ile TRPM4 

reversal potansiyelleri eşleştirilmiş t-testi ile karşılaştırıldığında, yalnızca kontrol 

grubunda iki komponent arasında anlamlı bir fark bulundu (p = 0.006). Diğer gruplarda 

anlamlı fark saptanmadı (p>0.05). 

Tablo 4.9. Gruplara göre Kir4.1 ve TRPM4 komponentlerinin reversal potansiyelleri 

(V_rev; ortalama ± SEM).  

Grup 
Kir4.1 Vrev 

(mV) M ± SEM 
n 

TRPM4 Vrev 

(mV) M ± SEM 
n p 

Kontrol −17.5 ± 17.7 5 −26.7 ± 18.9 5 0.732 

Resveratrol −44.5 ± 21.7 5 −21.7 ± 19.1 4 0.126 

İskemi −79.1 ± 2.3 7 −71.5 ± 7.9 5 0.317 

Resv+İskemi −86.4 ± 15.0 5 −45.0 ± 25.8 6 0.195 

 

 

Şekil 4.26. Gruplara göre Kir4.1 (A) ve TRPM4 (B) komponentlerinin reversal 

potansiyellerinin karşılaştırması (M ± SEM). 

 Bazal (aCSF) koşulda ölçülen toplam iletkenlik gruplar arasında anlamlı farklılık 

göstermiştir (kontrol 3.37 ± 1.16 nS, resveratrol 4.41 ± 1.56 nS, iskemi 0.47 ± 0.11 nS, 

iskemi+resveratrol 0.35 ± 0.10 nS, p=0.002) (Şekil 4.27., Tablo 4.10.). Komponent 

iletkenliklerinde gruplar arasında anlamlı fark saptanmadı (Kir4.1 p=0.160, TRPM4 
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p=0.198). GHK denklemi ile hesaplanan göreli Na⁺/K⁺ geçirgenlik oranlarında da fark 

bulunamadı (Kir4.1 p=0.190, TRPM4 p=0.051). Buna karşılık ardışık farmakolojik 

basamaklar arasındaki değişim yalnızca iskemi grubunda anlamlı bulundu (p=0.024). Bu 

grupta BaCl₂ uygulaması tutarlı bir iletkenlik kaybına yol açmıştır (p=0.016, kontrol 

p=0.813, resveratrol p=0.125, iskemi+resveratrol p=0.188). Ayrıca iskemi grubunda 

BaCl₂-duyarlı komponentin reversal potansiyeli dar bir dağılım göstererek potasyum 

denge potansiyeline yaklaşmış (−78.4 ± 1.7mV, P_Na/P_K = 0.017 ± 0.006), kontrol ve 

resveratrol gruplarında ise oldukça geniş bir dağılım sergilemiştir (sırasıyla −29.5 ± 50.2 

mV ve −28.5 ± 37.4 mV) (Şekil 4.28., Tablo 4.11.). 

 

Şekil 4.27. Gruplara göre potasyum iletkenliği (gk) değerlerinin karşılaştırılması. Ramp 

I-V grafikleri eğimlerinden hesaplandı. *p<0.05 
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Tablo 4.10. Gruplara göre potasyum iletkenliği (gK) ve farmakolojik komponent 
iletkenlikleri (ortalama ± SEM). 

Parametre Kontrol (n = 5) Resveratrol 
(n = 5) 

İskemi (n = 7) İskemi+Resv 
(n = 6) 

p Post-hoc (p 
< 0.05) 

g bazal (aCSF) 3.37 ± 1.16 4.41 ± 1.56 0.47 ± 0.11 0.35 ± 0.10 0.00
2 

R>İ (0.015) 
R>İR (0.022) 
K>İR (0.035) 

g blokör öncesi 3.06 ± 1.23 4.16 ± 1.65 0.45 ± 0.09 0.35 ± 0.10 0.00
6 

R>İ (0.015), 
R>İR (0.022) 

g +BaCl₂ 2.98 ± 1.29 3.59 ± 1.55 0.37 ± 0.09 0.36 ± 0.10 0.08
5 

— 

g +9-Fenantrol 2.82 ± 1.38 3.06± 1.23 0.32 ± 0.10 0.36 ± 0.080 0.12
6 

— 

Kir4.1 (BaCl₂-
duyarlı) 

0.08 ± 0.16 0.57 ± 0.25 0.08 ± 0.02 0.02 ± 0.01 0.16
0 

— 

TRPM4 (9-Fen-
duyarlı) 

0.16 ± 0.14 0.53 ± 0.47 0.05 ± 0.04 −0.03 ± 0.03 0.19
8 

— 

Kir4.1 katkısı (%) 27.6 ± 26.9 23.9 ± 11.3 18.2 ± 3.7 12.8 ± 10.0 0.39
9 

— 

TRPM4 katkısı 
(%) 

31.6 ± 21.1 5.2 ± 5.6 18.3 ± 13.4 −18.6 ± 13.0 0.25
2 

— 

Grup içi p 0.145 0.088 0.024 0.472 — — 

BaCl₂ basamağı p 0.813 0.125 0.016 0.188 — — 

Değerler ortalama ± SEM olarak verildi. Tüm iletkenlikler nanosiemens (nS) cinsindendir ve ramp 
protokolü I-V eğrisinin −120 ile −80 mV aralığındaki lineer regresyon eğiminden (ΔI/ΔV) hesaplandı. 
Kir4.1 = g(blokör öncesi) − g(+BaCl₂), TRPM4 = g(+BaCl₂) − g(+9-fenantrol). Yüzde katkılar blokör 
öncesi iletkenliğe oranlandı. K: Kontrol, R: Resveratrol, İ: İskemi, İR: İskemi+Resveratrol. 

 

 

Şekil 4.28. Gruplar arası GHK reversal denklemi ile hesaplanan Na+/K+ geçirgenlik 

oranlarının karşılaştırılması.  
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Tablo 4.11. Blokör-duyarlı komponentlerin reversal potansiyelleri ve GHK reversal 

denklemi ile hesaplanan göreli Na⁺/K⁺ geçirgenlik oranları (ortalama ± SEM). 

Grup n Kir4.1 Vrev 

(mV) 

Kir4.1 PNa/PK n TRPM4 Vrev 

(mV) 

TRPM4 

PNa/PK 

Kontrol 3 −29.5 ± 29.0 0.496 ± 0.252 4 −38.9 ± 22.0 0.420 ± 0.154 

Resveratrol 4 −28.5 ± 18.7 0.435 ± 0.212 3 −2.7 ± 1.0 0.671 ± 0.030 

İskemi 6 −78.4 ± 1.7 0.017 ± 0.002 3 −69.6 ± 9.1 0.038 ± 0.021 

İskemi+Resv – hesaplanamadı* hesaplanamadı* 1 −88.8 0.006 

p  0.190 0.190  0.051 0.051 

*İskemi+resveratrol grubunda Kir4.1-duyarlı komponentin ortalama iletkenliği 0.025 ± 0.015 nS olup 
(bireysel değerler −0.011 ile 0.081 nS arasında), belirlenen 0.05 nS eşiğini yalnızca bir hücrede aşmıştır. 
Bu hücrede de fark akımı ölçüm aralığı (−128/+52 mV) içinde sıfırı kesmediğinden reversal potansiyeli 
tanımlanamadı. Bu grupta toplam membran iletkenliğinin diğer gruplara kıyasla düşük olması (0.35 ± 0.10 
nS), mutlak eşiğin bu grupta daha kısıtlayıcı biçimde işlemesine yol açmaktadır. Eşiğin 0.01 nS'ye kadar 
düşürülmesi geçerli hücre sayısını yalnızca ikiye çıkarmakta olup, bu düzeyde hesaplanan reversal 
potansiyelleri gürültü ile ayırt edilemeyeceğinden analiz dışı bırakıldı. Dolayısıyla bu grupta Kir4.1-duyarlı 
geçirgenlik oranının hesaplanamamış olması, ölçüm eksikliğinden değil, komponent genliğinin yöntemin 
çözünürlük sınırının altında kalmasından kaynaklanmaktadır. 

4.3. Western Blot Bulguları 

Patch-clamp ile elde edilen fonksiyonel verileri moleküler düzeyde tamamlamak 

amacıyla, dört deney grubuna ait Corpus Callosum bölgesini içeren beyin dilimi protein 

lizatlarında çalışılan iyon kanalı proteinleri (Kir4.1 ve TRPM4), oligodendrosit kimlik 

belirteci Olig2 ve apoptoza ilişkili proteinler (BCL-2, BAX ve Caspase-3) Western blot 

yöntemi ile değerlendirildi. Densitometri ile elde edilen bant yoğunlukları her bir deneyde 

kontrol grubu değeri 1'e normalleştirilerek bağıl ekspresyon değerlerine dönüştürüldü. 

BAX proteini için n=8, diğer beş protein için n=6 bağımsız deney kullanıldı. İstatistiksel 

analiz tekrarlı ölçümler için tek yönlü ANOVA (RM one-way ANOVA, Geisser-

Greenhouse düzeltmeli) ile gerçekleştirilmiş, çoklu karşılaştırmalar için Tukey post-hoc 

testi uygulandı. 

4.3.1. Oligodendrosit Kimlik Belirteci Olig2 Ekspresyonu 

Olig2 (32 kDa) protein ekspresyonu için yapılan tekrarlı ölçümler tek yönlü 

ANOVA gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık ortaya koymuştur (p = 

0.0154). Tukey çoklu karşılaştırma testi sonuçlarına göre, kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında resveratrol+iskemi grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 

saptandı (p = 0.0067, **). İskemi grubu (0.729 ± 0.135) ile resveratrol+iskemi grubu 

(0.450 ± 0.091) arasında da anlamlı bir fark bulundu (p = 0.0458, *). En belirgin azalma 
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resveratrol+iskemi grubunda saptanmış olup, bu grupta Olig2 ekspresyonu kontrol 

değerinin yaklaşık yarısına gerilemiştir (Şekil 4.29.). 

 

Şekil 4.29. Dört deney grubunda Olig2 (~32 kDa) protein ekspresyonunun 

kantifikasyon sonrası kıyaslanması (M ± SEM, n = 6). *p <0.05, **p <0.01. 

Olig2 oligodendrosit progenitör hücrelerinin temel kimlik belirteçlerinden biri 

olduğundan, ekspresyon düzeyindeki azalma ya total oligodendrosit sayısının azaldığına 

ya da hücrelerin Olig2-bağımsız bir farklılaşma yoluna yöneldiğine işaret etmektedir. 

Resveratrol+iskemi grubunda azalmanın hem kontrole hem de iskemi grubuna göre 

belirgin biçimde derinleşmesi ilk bakışta paradoksal görünmektedir. Ancak patch-clamp 

bulgularımızla birlikte değerlendirildiğinde bu durum, resveratrolün hasarlı 

oligodendrositleri korumaktan çok işlevini yitirmiş hücrelerin elenmesini hızlandırmış 

olabileceği şeklinde yorumlanabilir. Fakat çalışmamızda hücre canlılığı/ölüm belirteçleri 

(TUNEL, propidium iyodür, anneksin V boyaması vb.) ile doğrudan değerlendirme 

yapılmadığından bu yorum kanıtlanmış bir mekanizma olarak değil, alternatif bir hipotez 

olarak sunulmaktadır. Bu çerçevede sağ kalan hücre popülasyonunun fonksiyonel olarak 

daha sağlıklı olabileceği önerilse de doğrulanması için ileri çalışmalar gereklidir. 

4.3.2. Kir4.1 ve TRPM4 İyon Kanalı Protein Ekspresyonları 

Patch-clamp bulgularında fonksiyonel düzeyde önemli farklılıklar gösteren Kir4.1 

ve TRPM4 kanal proteinlerinin ekspresyon düzeyleri dört grupta da Western blot ile 

değerlendirildi. 

Kir4.1 (42 kDa) ekspresyonu için yapılan tekrarlı ölçümler tek yönlü ANOVA 

gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık ortaya koymamıştır (p = 0.6170). 
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Grup ortalamaları kontrol (1.000), resveratrol (1.109 ± 0.073), iskemi (1.309 ± 0.404) ve 

resveratrol+iskemi (1.146 ± 0.404) sırasıyla incelendiğinde, kontrole göre anlamlı 

düzeyde değişim saptanmadı. Ancak iskemi grubunda gözlenen yüksek varyans (SEM = 

0.404) bireysel deneyler arasındaki dramatik farklılığı yansıtmakta olup, bu durum patch-

clamp'ta da iskemi grubunda Kir4.1 akım komponentinin tüm hücrelerde aynı şekilde 

davranmadığı bulgumuzla doğrudan tutarlıdır (Şekil 4.30.). 

 

 

Şekil 4.30. Dört deney grubunda Kir4.1 (~42 kDa) protein ekspresyonunun 

kantifikasyon sonrası kıyaslanması (M ± SEM, n = 6). 

TRPM4 ekspresyonu için Friedman testi gruplar arasında anlamlı bir farklılık 

ortaya koymuştur (p = 0.0155). Grup ortalamaları kontrol (1.000), resveratrol (0.806 ± 

0.238), iskemi (0.800 ± 0.269) ve resveratrol+iskemi (0.457 ± 0.242) olarak ölçüldü. 

Bonferroni-düzeltilmiş post-hoc eşleştirilmiş t-testleri (α = 0.05/6 = 0.0083) ile yapılan 

ikili karşılaştırmalarda, resveratrol+iskemi grubu hem resveratrol grubundan (p = 0.018, 

*) hem de iskemi grubundan (p = 0.017, *) anlamlı biçimde daha düşük TRPM4 

ekspresyonu sergilemiştir. Buna karşılık kontrol-resveratrol, kontrol-iskemi, kontrol-

resveratrol+iskemi ve resveratrol-iskemi karşılaştırmaları Bonferroni eşiğinin üstünde 

kalmıştır. Bu örüntü, TRPM4 protein düzeyindeki belirgin azalmanın yalnızca iskeminin 

veya yalnızca resveratrolün etkisi olarak değil, iki koşulun birlikte uygulandığı durumda 

ortaya çıkan özgül bir baskılanma olduğunu göstermektedir (Şekil 4.31.). Bu bulgu, 

patch-clamp’ta resveratrol+iskemi grubundaki yedi hücreden dördünde TRPM4 akım 

komponentinin yok ya da çok zayıf olduğu sonucumuzla doğrudan örtüşmektedir. 
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Şekil 4.31. Dört deney grubunda TRPM4 (~134 kDa) protein ekspresyonunun 

kantifikasyon sonrası kıyaslanması (M ± SEM, n = 6). *p <0.05. 

4.3.3. Apoptoza İlişkili Proteinler: BCL-2, BAX ve Kaspaz-3 

Hücresel apoptoz yolaklarının dört deney grubunda nasıl etkilendiğini 

değerlendirmek amacıyla anti-apoptotik BCL-2, pro-apoptotik BAX ve apoptoz 

uygulayıcı Kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyon düzeyleri ölçüldü. Tekrarlı ölçümler tek 

yönlü ANOVA üç protein için de gruplar arası karşılaştırmalarda istatistiksel olarak 

anlamlı olmadığı görüldü (BCL-2: p = 0.5194, BAX: p = 0.3551, Caspase-3: p = 0.6482). 

BCL-2 ekspresyonu kontrol grubuna kıyasla tüm gruplarda istatistiksel olarak 

anlamlı olmayan düşüş göstermiştir (p>0.05) (Şekil 4.32.). BAX ekspresyonu tersine 

küçük bir artış eğilimi göstermiş, resveratrol+iskemi grubunda kontrol değerinin yaklaşık 

1.4 katına yükselmiştir (Şekil 4.33.). Caspase-3 ekspresyonu için belirgin bir gruplar arası 

fark gözlenmedi (Şekil 4.34.). 

 

Şekil 4.32. Dört deney grubunda BCL-2 (~26 kDa) protein ekspresyonunun 

kantifikasyon sonrası kıyaslanması (M ± SEM, n = 6). 
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Şekil 4.33. Dört deney grubunda BAX (~21 kDa) protein ekspresyonunun kantifikasyon 

sonrası kıyaslanması (M ± SEM, n = 8). 

 

 

Şekil 4.34. Dört deney grubunda Caspase-3 (~32 kDa) protein ekspresyonunun 

kantifikasyon sonrası kıyaslanması (M ± SEM, n = 6). 

BCL-2/BAX oranı, hücrenin apoptotik sürece yatkınlığını gösteren önemli bir 

moleküler belirteçtir. Anti-apoptotik BCL-2 proteini hücre yaşamını desteklerken, pro-

apoptotik Bax proteini mitokondriyal hasarı ve kaspaz aktivasyonunu artırmaktadır. Bu 

nedenle BCL-2/BAX oranındaki azalma apoptozun arttığını, artış ise hücresel sağkalımın 

korunduğunu göstermektedir. Ayrıca bu oran; nörodejeneratif hastalıklar, iskemi ve 

inflamatuvar süreçlerde önemli bir biyobelirteç olarak kabul edilmektedir (177). Bu oran 

kontrol grubunda 1.000 olarak normalleştirildiğinde, resveratrol+iskemi grubunda 

yaklaşık 0.55 düzeyine gerileyerek pro-apoptotik bir kayma eğilimine işaret etmiştir. 

Ancak bu eğilim istatistiksel olarak anlamlı düzeye ulaşmamıştır. (p>0.05) 



79 

 

Apoptoz proteinlerinde belirgin bir aktivasyon paterni gözlenmemesi, 

çalışmamızda saptanan oligodendrosit Olig2 ekspresyon kayıplarının klasik kaspaz-

aracılı apoptoz yolağından farklı yolakların devreye girmiş olabileceğini 

düşündürmektedir. Ancak ferroptoz, nekroptoz veya otofaji için spesifik belirteç ölçümü 

yapılmadığından bu mekanizmalar ancak ileri çalışmalarla doğrulanabilir hipotezler 

olarak kabul edilmelidir. Bu konunun ayrıntılı değerlendirmesi 5. Bölümde tartışılmıştır. 

Çalışılan altı protein için elde edilen ekspresyon düzeyleri ve istatistiksel sonuçlar 

Tablo 4.12.'de özetlenmiştir. 

Tablo 4.12. Dört deney grubunda altı proteinin ekspresyon düzeyleri (M ± SEM; bağıl 

değerler) ve istatistiksel sonuçları. 

Protein Kontrol Resveratrol İskemi Res+İskemi p değeri 

BCL-2 1.00 0.92 ± 0.10 0.87 ± 0.23 0.79 ± 0.22 0.5194 

BAX 1.00 1.03 ± 0.13 1.12 ± 0.15 1.43 ± 0.34 0.3551 

Caspase-3 1.00 1.18 ± 0.12 1.13 ± 0.28 0.99 ± 0.34 0.6482 

Kir4.1 1.00 1.11 ± 0.07 1.31 ± 0.40 1.15 ± 0.40 0.6170 

TRPM4 1.00 0.81 ± 0.24 0.80 ± 0.27 0.46 ± 0.24 0.0155 * 

Olig2 1.00 0.72 ± 0.09 0.73 ± 0.14 0.45 ± 0.09 0.0154 * 
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5. TARTIŞMA 

 

5.1. İskemik Miyelin Hasarı Modelinde Oligodendrosit İyon Kanalı 
Aktivitelerinin Değerlendirilmesi 

Multipl skleroz (MS) patogenezinin yalnızca otoimmün-inflamatuvar bir süreç 

olmadığı, sürece eşlik eden mitokondriyal disfonksiyon ve enerji yetersizliğine bağlı bir 

"sanal hipoksi" (virtual hypoxia) bileşeninin oligodendrosit hasarında merkezi bir rol 

oynadığı anlayışı son yıllarda giderek güçlenmektedir (40, 42). Bu mekanik perspektif, 

iskemik beyin dilimi ve oksijen-glukoz yoksunluğu (oxygen-glucose deprivation, OGD) 

modellerinin MS patofizyolojisinin oligodendrosit-merkezli bileşenlerinin 

incelenmesinde geçerli ve giderek tercih edilen deneysel araçlar haline gelmesini 

sağlamıştır (14, 113). Çalışmamızda 225 µm kalınlığındaki akut beyin dilimlerinde 

uygulanan OGD modeli; oligodendrositlerin kendine özgü mikroçevresinin korunmasına 

olanak vermesi, tüm-hücre voltaj-clamp kayıtları ile fonksiyonel iyon kanalı aktivitesinin 

doğrudan ölçülmesine imkân tanıması ve farmakolojik ilaç uygulamalarının ardışık 

biçimde yapılabilmesi yönleriyle MS sonucu oluşan demiyelinizayonun fonksiyonel-

elektrofizyolojik bileşeninin incelenmesi açısından oldukça uygun bir yaklaşım 

sunmuştur (164, 178). 

Oligodendrositlerin elektrofizyolojik repertuarında en iyi karakterize edilmiş iki 

potasyum bileşeni içe-doğrultucu Kir4.1 ve s akımı oluşturan TASK-1 (KCNK3) kanalı 

olup bu kanallara ek olarak Hamilton ve ark.'nın yaptıkları bir çalışma ile asitle aktive 

olabilen, Ca²⁺ geçirgen TRPA1 kanallarının da oligodendrositlerde ifade edildiği ve 

iskemik miyelin hasarının patogenezinde temel rol oynadığı gösterilmiştir (13). 

Çalışmamızda kontrol grubundaki yedi oligodendrosit hücresinden dördünde Kir4.1, 

üçünde TRPM4 ve dördünde TRPA1 akımına ait klasik komponentlerin tespit edilmesi, 

literatürdeki kanal dağılım sıklıklarıyla genel olarak uyumludur ve OGD modelimizin 

oligodendrosit fonksiyonel kanal repertuarını başarıyla kayıt altına alabildiğini 

göstermektedir (164, 179). Özellikle Kontrol-H1 hücresinde Kir4.1, TRPM4 ve TRPA1 

akım komponentlerinin tümünün eş zamanlı olarak gözlemlenmesi bu üç kanalın aynı 

oligodendrosit popülasyonunda fonksiyonel olarak birlikte bulunabildiğini doğrudan 

göstermektedir. 
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Çalışmamızda kullanılan ramp protokolü (−140 mV → +40 mV, 911 ms), klasik 

step protokolüne kıyasla iki belirgin avantaj sunmuştur. Birincisi, ramp protokolünün her 

bir voltaj değerinde sadece milisaniye düzeyinde örnekleme alması, kanal 

komponentlerinin ardışık-zamanlı reversal potansiyellerinin (V_rev) yüksek voltaj 

çözünürlüğüyle hesaplanmasına imkân vermiştir. Kontrol-H2 hücresinde Kir4.1 ve 

TRPM4’ün V_rev değerleri, oligodendrositlerin K⁺ denge potansiyeli (yaklaşık −90 mV) 

civarındaki klasik baskın K⁺-iletkenlik profilini açıkça yansıtmaktadır (15). İkincisi, ramp 

protokolü kısa süreli olduğu için sürdürülen voltaj basamaklarına göre membran 

kapasitansı kaynaklı transient akımlardan daha az etkilenmekte ve özellikle voltaj 

bağımsız iletkenliklerin değerlendirilmesinde daha temiz veri sağlamaktadır. Bu 

özellikler, çalışmamızın ramp tabanlı analizinin sonraki bölümlerde tartışılan grup 

karşılaştırmalarına nicel zemin oluşturmasını sağlamıştır. 

5.2. İskemi Sürecinde Kir4.1 ve TRPM4 Akımlarının Baskılanması ve 
Patofizyolojik Anlamı 

Çalışmamızın patch-clamp düzeyindeki en dikkat çekici bulgusu, OGD 

uygulanmış oligodendrositlerde yapılan patch-clamp ölçümlerinde Kir4.1 ve TRPM4 

fonksiyonel akım komponentlerinin neredeyse tamamen kaybolması ya da klasik 

profillerini yitirmesi olmuştur. İskemi grubunda Kir4.1 ve TRPM4 komponent genlikleri 

kontrol grubuna kıyasla belirgin biçimde küçülmüş, komponentler tespit edilebilir ancak 

küçük genlikte kalmıştır. +62 mV'da bazal akım genlikleri çoğu hücrede 20-90 pA 

aralığına sıkışmıştır. Bu sonuç, iskeminin oligodendrosit membran iletkenliği üzerine 

sistematik baskılayıcı etkisini açık biçimde göstermektedir. 

Kir4.1 fonksiyon kaybının patofizyolojik önemi son yıllarda yoğun biçimde 

araştırılmıştır. Schirmer ve ark., oligodendrositlerdeki Kir4.1 kanalının akson bütünlüğü 

için gerekli olduğunu; oligodendrosit-spesifik koşullu Kcnj10 (Kir4.1) silinmesinin 

görsel-uyarı potansiyellerinde gecikme, retinal sinirlerde incelme ve ilerleyici motor 

defisitlere yol açtığını göstermişlerdir (7). Liu ve ark.'nın yaptıkları bir çalışmada ise 

Kir4.1 kanallarının küçük molekül 2-D08 ile farmakolojik aktivasyonunun OPC 

farklılaşmasını desteklediğini ve EAE modelinde miyelin onarımını teşvik ettiğini ortaya 

koymuştur (180). Buna ek olarak Nicot ve ark., MS hastalarında Kir4.1'in birinci 

ekstraselüler döngüsünün aglikolize formuna karşı otoimmün yanıt geliştiğini gösterip 

kanalın bir nöroinflamatuvar otoantijen olarak konumunu güçlendirmişlerdir (181). 
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Bütün bu bulgular çalışmamıza paralel bir şekilde Kir4.1 fonksiyonel kaybının yalnızca 

iskemik koşullarda değil, otoimmün ve metabolik patolojilerde de oligodendrosit ölümü 

ve aksonal hasara neden olduğunu göstermektedir. 

İskemi grubunda gözlenen TRPM4 akım komponentinin kaybolması ise ilk 

bakışta literatürdeki klasik bilgilerle çelişiyor gibi görünmektedir. Çünkü literatürde 

TRPM4, iskemi/hipoksi koşullarında fonksiyonel olarak yukarı-regüle olan ve sitotoksik 

ödeme aracılık eden bir kanal olarak rapor edilmiştir (16, 97). Bu görünüşteki paradoks 

birkaç şekilde açıklanabilir: birincisi, Schattling ve ark.'nın çalışmasında olduğu gibi 

TRPM4'ün yukarı-regülasyonu özellikle nöronlarda ve aksonal yapılarda gözlenmiş olup, 

oligodendrosit-spesifik yanıtın farklı zaman-seyirleri izlemesi söz konusu olabilir (16). 

İkincisi, Gerzanich ve ark. tarafından detaylandırılan SUR1-TRPM4 kompleksinin de 

novo ekspresyonu çoğunlukla 24-48 saatlik bir gecikme sonrasında gerçekleşmektedir 

(97). Çalışmamızda kullanılan akut OGD modeli (kısa akut iskemik dönem ardından 5-

10 dakikalık kayıt) bu uzun gelişimsel durumu yakalamamış olabilir. Üçüncüsü, akut 

OGD koşullarında genel hücre içi enerji çöküşü, TRPM4'ün de dahil olduğu çoğu ATP-

modüle iyon kanalının aktivitesini birlikte baskılayan katastrofik bir membran çöküşü 

oluşturmuş olabilir. 

İskemi grubunda iskemi-duyarlı bileşenin (kontrol-iskemi farkı) ramp analizinde 

V_rev = −71.4 mV gibi K⁺ denge potansiyeline yakın bir değerde gözlenmesi önemli bir 

bulgudur. Bu değer, iskeminin oligodendrosit membranındaki etkisinin ağırlıklı olarak 

K⁺ iletkenliğinin baskılanması üzerinden gerçekleştiğini düşündürmektedir. Hamilton ve 

ark.'nın iskemik miyelin hasarı modelinde tanımladıkları H⁺-bağımlı TRPA1 aktivasyonu 

yolağı, hücre içi pH düşüşünün TRPA1 aracılığıyla Ca²⁺ girişine yol açtığını ve bu Ca²⁺ 

artışının K⁺ iletkenliğini ikincil olarak baskıladığını ortaya koymuştur (14). Bizim 

sonuçlarımız bu farmakolojik durumu oligodendrosit-spesifik koşullarda göstermiştir. 

Kir4.1 komponentinin reversal potansiyelleri bazı hücrelerde beklenen K denge 

potansiyeline oldukça yakın bulunurken, bazı hücrelerde daha depolarize değerlere 

kaymıştır (105). Bu durum, akut beyin dilimlerinde yapılan whole cell patch-clamp 

kayıtlarında subtraksiyon analizinin yalnızca Kir4.1 akımını değil, düşük düzeyde kalan 

sızıntı iletkenlikleri ve diğer rezidüel membran akımlarını da içerebilmesine bağlı 

olabilir. Ayrıca oligodendrositlerin kompleks morfolojisi nedeniyle ortaya çıkan bazı 

sınırlamalar, seri direnç kompanzasyonunun tam olmaması ve BaCl2 uygulamasının 
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spesifik olmaması da reversal potansiyelinde hücreler arası değişkenliğe katkıda 

bulunabilir. Bu nedenle reversal potansiyelleri tek başına kanal kimliğini belirlemek 

amacıyla kullanılmamış olup inward rektifikasyon, BaCl2 duyarlılığı ve I-V profili ile 

değerlendirilmiştir. 

TRPM4 komponentinde resveratrol grubunda sıfıra yakın Vrev değeri literatürle 

uyumlu olmakla birlikte, özellikle iskemi gruplarında daha negatif Vrev değerleri elde 

edilmiştir (182). Bu bulgu, 9-fenantrol duyarlı akımın saf TRPM4 akımından ziyade 

OGD koşullarında sızıntı, rezidüel K iletkenliği ve farmakolojik birtakım sınırlılıkları 

içeren bir komponent olarak değerlendirilmesi gerektiğini göstermektedir. 

Çalışmamızdaki en tutarlı elektrofizyolojik bulgulardan biri de BaCl₂-duyarlı 

iletkenliğin yalnızca iskemi grubunda hem anlamlı bir kayıp üretmesidir. Bu grupta 

komponentin reversal potansiyeli K+'ya yakın ve dar dağılımlıdır (−78.4 ± 1.7mV), yani 

ölçülen akım gerçekten K⁺-seçici bir iletkenliğe (Kir4.1) karşılık gelmektedir. Kir4.1 

(KCNJ10), oligodendrositlerin dinlenim potansiyelini belirleyen ve juksta-aksonal K⁺ 

tamponlamasını sağlayan başlıca içeri doğrultucu potasyum kanalı olup, oligodendrosite 

özgü kaybı aksonal dejenerasyona yol açmakta ve nöron-oligodendrosit K⁺ mekiğinin 

bozulması demiyelinizan hasarda nöronal hipereksitabiliteye katkıda bulunmaktadır (7, 

164, 183). Kontrol ve resveratrol gruplarında aynı komponentin reversal potansiyelinin 

çok geniş dağılım göstermesi, bu hücrelerde bazal sızıntı iletkenliğinin belirgin biçimde 

yüksek olması ve görece küçük Kir4.1 bileşeninin bu arka plan üzerinde güvenilir 

biçimde çözülememesiyle açıklanmaktadır (184). 

TRPM4-duyarlı komponente ilişkin bulgular ise dikkatle yorumlanmalıdır. 

TRPM4 seçici olmayan bir katyon kanalı olduğundan 9-fenantrol-duyarlı akımın reversal 

potansiyelinin 0 mV civarında (P_Na/P_K ≈ 1) olması beklenirken, çalışmamızda hiçbir 

grupta bu değere ulaşılmamıştır. Bunun başlıca nedeni, 9-fenantrol'ün TRPM5 üzerinde 

etkisiz olmakla birlikte TRPM4'ü bloke ettiği konsantrasyon aralığında Ca²⁺ ile aktive 

olan klorür kanalı TMEM16A'yı da inhibe etmesi olabilir (159, 185, 186). Dolayısıyla 

ölçülen akımın bir klorür bileşenini içerdiği düşünülebilir. Ayrıca iskemik gruplarda bu 

komponentin genliği gürültü düzeyine yaklaştığından, hesaplanan reversal potansiyeli 

komponentini değil de rezidüel sızıntı akımını yansıtmakta ve bunun sonucunda 

potansiyel K+'a doğru kaymaktadır. Bu nedenle düşük geçirgenlik oranı, TRPM4 

baskılanmasının bağımsız bir kanıtı olarak sunulamaz. SUR1-TRPM4 kompleksinin 
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MSS hasarında indüklendiği ve hücresel şişmeye aracılık ettiği iyi belgelenmiş 

olduğundan, bu bileşenin ex vivo dilim kaydında izole edilememesi kanalın 

patofizyolojik önemini değil, tek-hücre rampa kaydının çözünürlük sınırlarını 

yansıtmaktadır. Bu durum da TRPM4'e ilişkin asli kanıtımızın Western blot verileri 

olduğu görülmektedir. Resveratrolün komponent düzeyinde anlamlı etki göstermemesi 

de beklenmedik bir durum değildir. Çünkü resveratrolün koruyucu etkisi büyük ölçüde 

SIRT1 ve NRF2 yolakları üzerinden saatler-günler ölçeğinde gelişen transkripsiyonel 

yanıtlara dayanmaktadır (162). 

Bu çalışmada I-V eğrilerinden hesaplanan slope conductance değerleri, OGD 

koşullarında oligodendrosit membranının pasif ve farmakolojik olarak duyarlı iletkenlik 

profilinin belirgin biçimde değiştiğini göstermektedir. Özellikle iskemi grubunda bazal 

iletkenliğin düşük olması ve BaCl2 uygulamasıyla ortaya çıkan anlamlı iletkenlik kaybı, 

OGD’nin oligodendrositlerde K+ ağırlıklı membran iletkenliğini ve Kir4.1 ile ilişkili 

farmakolojik yanıt kapasitesini baskılayabileceğini düşündürmektedir. Bununla birlikte, 

bazal gK değerlerinin gruplar arasında müdahale öncesinde de farklılık göstermesi, bu 

bulgunun yalnızca OGD etkisi olarak yorumlanmasını sınırlandırmaktadır. Bu nedenle 

mevcut veriler, OGD’nin doğrudan ve tek başına Kir4.1 kaybı oluşturduğunu 

göstermekten ziyade, iskemik koşullarda oligodendrositlerin düşük iletkenlikli ve 

farmakolojik uyarıya kısıtlı yanıt veren bir elektrofizyolojik fenotipe geçtiğini 

desteklemektedir. Resveratrol+iskemi grubunda akım komponentlerinin tümüyle 

normale dönmemesine rağmen bazı farmakolojik yanıtların korunması, resveratrolün 

hasarlı oligodendrositlerde kanal protein ekspresyonunu doğrudan artırmaktan çok, 

mevcut kanal havuzunun modüle edilebilirliğini veya membran düzeyindeki fonksiyonel 

yanıt verebilirliği kısmen sürdürdüğünü düşündürmektedir. Bu durum, Kir4.1 protein 

düzeyinde anlamlı değişiklik olmamasına karşın fonksiyonel yanıtın baskılanmasıyla 

uyumlu olup, akut OGD’de kanal fonksiyon kaybının protein kaybından ziyade membran 

lokalizasyonu, kanal gating’i, hücre içi pH/ATP değişimleri veya post-translasyonel 

düzenlemelerle ilişkili olabileceğini göstermektedir. Bu çalışmada I-V eğrilerinden 

hesaplanan slope conductance değerleri, OGD koşullarında oligodendrosit membranının 

pasif ve farmakolojik olarak duyarlı iletkenlik profilinin belirgin biçimde değiştiğini 

göstermektedir. Özellikle iskemi grubunda bazal iletkenliğin düşük olması ve BaCl2 

uygulamasıyla ortaya çıkan anlamlı iletkenlik kaybı, OGD’nin oligodendrositlerde K+ 

ağırlıklı membran iletkenliğini ve Kir4.1 ile ilişkili farmakolojik yanıt kapasitesini 
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baskılayabileceğini düşündürmektedir. Bununla birlikte, bazal gK değerlerinin gruplar 

arasında müdahale öncesinde de farklılık göstermesi, bu bulgunun yalnızca OGD etkisi 

olarak yorumlanmasını sınırlandırmaktadır. Bu nedenle mevcut veriler, OGD’nin 

doğrudan ve tek başına Kir4.1 kaybı oluşturduğunu göstermekten ziyade, iskemik 

koşullarda oligodendrositlerin düşük iletkenlikli ve farmakolojik uyarıya kısıtlı yanıt 

veren bir elektrofizyolojik fenotipe geçtiğini desteklemektedir. Resveratrol+iskemi 

grubunda akım komponentlerinin tümüyle normale dönmemesine rağmen bazı 

farmakolojik yanıtların korunması, resveratrolün hasarlı oligodendrositlerde kanal 

protein ekspresyonunu doğrudan artırmaktan çok, mevcut kanal havuzunun modüle 

edilebilirliğini veya membran düzeyindeki fonksiyonel yanıt verebilirliği kısmen 

sürdürdüğünü düşündürmektedir. Bu durum, Kir4.1 protein düzeyinde anlamlı değişiklik 

olmamasına karşın fonksiyonel yanıtın baskılanmasıyla uyumlu olup, akut OGD’de kanal 

fonksiyon kaybının protein kaybından ziyade membran lokalizasyonu, kanal gating’i, 

hücre içi pH/ATP değişimleri veya post-translasyonel düzenlemelerle ilişkili 

olabileceğini göstermektedir. 

5.3. Resveratrol Ön-Uygulamasının Oligodendrosit Kanal Fonksiyonu 
Üzerine Koruyucu Etkisi 

Resveratrol+iskemi grubunda Kir4.1 ve TRPM4 komponent genlikleri iskemi 

grubuna benzer biçimde düşük kalmakla birlikte, bu grup içeri-yönlü akımın farmakolojik 

modülasyonu açısından iskemi grubundan belirgin biçimde ayrışmıştır. İskemi grubunda 

bazal kayıttan son uygulama basamağına kadar içeri yönlü akım büyük ölçüde 

değişmeden kalırken, resveratrol+iskemi grubunda akım ardışık uygulamalarla giderek 

ve belirgin biçimde artmış, BaCl₂ ve 9-fenantrol uygulamalarının akımı kademeli olarak 

modüle edebildiği gözlenmiştir. İki grup arasındaki fark, uygulamanın tüm 

basamaklarında istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. Bu bulgu, resveratrolün iskemik 

koşullarda dahi Kir4.1 ve TRPM4 kanallarının farmakolojik olarak modüle edilebilir 

duruma getirebildiğini ve bu kanalların fonksiyonelliğini büyük ölçüde korumaya 

yardımcı olduğunu göstermektedir. 

Bu fonksiyonel korunma, ramp protokolünden elde edilen reversal potansiyel 

analiziyle de desteklenmektedir. Resveratrol+iskemi grubunda tespit edilebilen Kir4.1 

komponentlerinin reversal potansiyelleri K⁺ denge potansiyeli civarında toplanmış, bu da 

tespit edilebilen komponentlerin K⁺-baskın iletkenlik kimliğini koruduğunu göstermiştir. 
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Resveratrolün etkisi yalnızca akım büyüklüğü düzeyinde değil, kanal komponentlerinin 

moleküler kimliği düzeyinde de kendini göstermektedir. Bu paterne literatürde de kısmi 

destek bulunmaktadır: Alquisiras-Burgos ve arkadaşları, insan beyin mikrovasküler 

endotel hücrelerinde (HBEC-5i) resveratrol ön uygulamasının OGD/reoksijenasyon 

koşullarında indüklenen SUR1-TRPM4 ekspresyonunu baskıladığını ve fonksiyonel 

kompleks aktivitesinin göstergesi olan hücre içi Na⁺ birikimini azalttığını göstermiştir 

(103). Çalışmamız bu koruyucu etkinin oligodendrosit düzeyinde, fonksiyonel iyon 

kanalı aktivitesi parametreleri üzerinden de geçerli olduğunu ortaya koymaktadır.  

Western blot verileri bu fonksiyonel tabloyu tamamlamaktadır. TRPM4 protein 

ekspresyonu resveratrol+iskemi grubunda kontrol değerinin yaklaşık yarısına düşmüştür. 

Patch-clamp'ta da aynı gruptaki hücrelerin çoğunda TRPM4 akım komponentinin yok ya 

da çok zayıf olduğu bulgusu, bu protein-fonksiyon paralelliğini doğrulamaktadır. Birlikte 

değerlendirildiğinde resveratrol, iskemik koşullarda kanal proteininin bir kısmını 

eksprese düzeyinde de baskılayarak kalan kanalları ise farmakolojik olarak modüle 

edilebilir bir havuz halinde koruyarak iki düzeyli bir nöroprotektif etki sergilemektedir. 

5.4. Olig2 Kaybı ve Kaspaz-Bağımsız Hücre Ölüm Mekanizmalarının 
Değerlendirilmesi 

Olig2 protein ekspresyonundaki belirgin azalma (özellikle resveratrol+iskemi 

grubunda kontrole göre yaklaşık %55’lik düşüş) çalışmamızın en sürpriz bulgularından 

biridir. İlk bakışta bu sonuç paradoksal görünmektedir. Çünkü hipotezimiz resveratrolün 

oligodendrositleri koruması yönündeydi. Ancak bu bulgu son birkaç yılda hızla gelişen 

yeni bir literatürle birlikte değerlendirildiğinde anlam kazanmaktadır. Kaddatz ve ark. 

tarafından yapılan bir çalışma, metabolik stres altındaki oligodendrositlerde Olig2 protein 

ekspresyonunun mRNA düzeyinde değişiklik olmaksızın hızla post-translasyonel olarak 

kaybolduğunu göstermiştir (187). Yazarlar bu bulguyu kuprizon toksik demiyelinizasyon 

modelinde göstermiş ve OLIG2-düşük olarak adlandırdıkları stres-ilişkili oligodendrosit 

popülasyonunun integre stres yanıtı (Activating Transcription Factor 3, ATF3) 

belirteçleri ile pozitif boyandığını rapor etmişlerdir. Bu çerçevede çalışmamızda 

resveratrol+iskemi grubunda gözlenen Olig2 kaybı, total oligodendrosit ölümünden 

ziyade hücrelerin metabolik stres yanıtının bir göstergesi olarak yorumlanabilir. 

Bu yorumu güçlendiren en önemli bulgumuz, BCL-2, BAX ve Kaspaz-3 

ekspresyonlarında istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik saptanmamış olmasıdır. 
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Klasik kaspaz-bağımlı apoptoz yolağının aktive edilmemiş olması, çalışmamızda 

gözlenen Olig2 kaybının ve fonksiyonel kanal değişikliklerinin alternatif hücre ölüm 

mekanizmaları (nekroptoz, ferroptoz veya otofajik hücre ölümü) ile ilişkili olabileceğini 

düşündürmektedir. Chapman ve ark., olgunlaşmış oligodendrositlerin akut hasara 

ekzekütör Kaspaz-3 aktivasyonu olmaksızın yanıt verdiğini ve gecikmiş bir DNA-hasar 

tabanlı yolakla öldüklerini göstermişlerdir (188). Bu literatür, klasik apoptoz 

proteinlerindeki sessizlikle birlikte gözlenen Olig2 kaybının, oligodendrosit-spesifik bir 

geç hücre-stres yanıtını yansıtıyor olabileceğini güçlendirmektedir. 

Anti-apoptotik BCL-2 ile pro-apoptotik BAX proteinlerinin oranı, hücrelerin 

apoptotik sürece yatkınlığını gösteren önemli bir moleküler belirteçtir (177). Kontrol 

grubunda 1.00 olarak normalleştirildiğinde, resveratrol+iskemi grubunda BCL-2/BAX 

oranı yaklaşık 0.55 düzeyine gerileyerek pro-apoptotik bir kayma eğilimine işaret 

etmiştir. Ancak bu eğilim istatistiksel olarak anlamlı düzeye ulaşmamıştır. Bu sınırda 

kayma, klasik apoptoz yolağının tam anlamıyla aktive olmasa da hücresel stres 

dengesinin pro-apoptotik tarafa hafifçe meylettiğine işaret etmekle birlikte çalışmamızda 

gözlenen Olig2 kaybının asıl olarak kaspaz-bağımsız yolaklar üzerinden gerçekleştiği 

yorumunu desteklemektedir. 

5.5. Kir4.1 Protein-Fonksiyon Ayrışması ve Reversibl Post-Translasyonel 

Mekanizmalar 

Çalışmamızın en dikkat çekici moleküler bulgularından biri, Kir4.1 protein 

ekspresyonunun gruplar arasında anlamlı biçimde değişmemiş olmasıdır. Buna karşın 

iskemi grubunda gözlenen yüksek varyans, patch-clamp bulgularımızla iyi bir tutarlılık 

göstermektedir. İskemi grubu hücrelerinde Kir4.1 fonksiyonel aktivitesi tüm hücrelerde 

aynı şekilde davranmamış, bazı hücreler küçük ve klasik bir Kir4.1 profili sergilerken 

bazıları atipik veya silik profiller göstermiştir. Western blot'taki yüksek varyans, bu 

hücre-hücre değişkenliğin protein düzeyindeki yansıması olabilir. Benzer bir tablo Song 

ve arkadaşları tarafından geçici orta serebral arter oklüzyonu (tMCAO) modelinde de 

bildirilmiştir. NG2-glia hücrelerinde Ba²⁺-duyarlı Kir4.1 akımları, iskemik tarafta 

kontralateral değerlerin yaklaşık dörtte birine düşmüş, buna karşın protein düzeyindeki 

azalmanın akım kaybıyla doğrusal bir ilişki göstermediği vurgulanmıştır (189). Bizim 

çalışmamızda da fonksiyonel akımın belirgin düşüşüne karşılık Kir4.1 protein 
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ekspresyonunda paralel bir azalmanın gözlenmemesi, bu literatürle uyumlu bir 

patofizyolojik tabloya işaret etmektedir. 

Bu bulgu önemli bir mekanizmaya işaret etmektedir: İskemi koşullarında 

Kir4.1'in fonksiyonel kaybı ağırlıklı olarak protein degradasyonundan kaynaklanmaz. 

Bunun yanında kanal kapama, kümeleşme bozukluğu, post-translasyonel 

modifikasyonlar (özellikle fosforilasyon) veya membran lokalizasyon bozukluğu gibi 

reversibl mekanizmalardan kaynaklanmış olabilir. Bu yorumun moleküler temeli iyi 

tanımlanmıştır. Wang ve arkadaşları, Kir4.1 proteininin Src ailesi protein tirozin kinazları 

(SFK) tarafından fosforillendiğini ve bu modifikasyonun kanal aktivitesi için belirleyici 

olduğunu kütle spektrometri ve elektrofizyolojik kayıtlarla göstermişlerdir. SFK 

inhibisyonu kanal akımını protein miktarından bağımsız biçimde baskılamaktadır (190). 

Brasko ve arkadaşları ise oligodendrositlerdeki Kir4.1/Kir5.1 kompleksinin PKA, PIP₂, 

hücre içi pH ve CO₂ tarafından dinamik biçimde düzenlendiğini, sitoplazmik bir Kir5.1 

havuzunun fosforilasyona bağımlı etkileşimler aracılığıyla heteromerik kanalı membrana 

yönlendirdiğini ve bu yapının ekstraselüler ortam değişikliklerine hızlı bir membran 

cevabı sağladığını rapor etmiştir (164). Bu literatür ışığında çalışmamızın bulgusu, 

iskemik enerji çöküşüyle birlikte düşen ATP ve PIP₂ düzeylerinin ya da pH/Ca²⁺ 

değişikliklerinin SFK/PKA aracılı fosforilasyon dengesini bozarak membran Kir4.1 

havuzunu fonksiyonel olarak susturduğu ancak protein degradasyonunu tetikleyecek 

kadar uzun süreli olmadığı bir senaryoyu desteklemektedir. Bu reversibl durum, 

çalışmamızın temel hipotezinin (resveratrol önişleminin Kir4.1 fonksiyonel kaybını 

kısmen önleyebilmesi) moleküler temelini oluşturmaktadır: Resveratrol, henüz protein 

düzeyinde gerçekleşmemiş olan kanal aktivitesi kaybının önüne fonksiyonel düzeyde 

geçmiştir. 

Kanal proteininin varlığını korumakla birlikte fonksiyonel aktivitesini yitirmesi, 

literatürde de tarif edilen bir patofizyolojik durumdur. ATP-duyarlı potasyum 

kanallarının enerji yetmezliğinde modülasyonu, PIP₂ bağımlı kanalların lipid mikroortam 

değişiklikleriyle kapanması ve potasyum kanallarının fosforilasyon durumlarına göre 

membrandan uzaklaştırılması bu reversibl mekanizmaların bilinen örnekleridir. Bu 

kavramın en açık deneysel ispatlarından biri yapılan bir çalışmada SeSAME sendromu 

Kir4.1 mutantları üzerinde gösterilmiştir. Hücre yüzeyi biyotinlenme deneyleri, R297C, 

C140R ve T164I gibi mutasyonların plazma membranına eksprese olduğunu (yani protein 

varlığını koruduğunu) ancak fonksiyonel akım üretmediğini ortaya koymuştur (191). 
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Yani Kir4.1'de "protein var, fonksiyon yok" tablosu hem genetik hem edinsel koşullarda 

gözlenen tutarlı bir patofizyolojik durumdur. Bizim akut OGD modelimizde de büyük 

olasılıkla benzer bir prensip işlemekte, ancak temel altta yatan mekanizma mutasyon 

değil, post-translasyonel/biyofiziksel kanal susturulmasıdır. Benzer bir reversibl tablonun 

başka bir membran proteininde de gösterilmiş olması bu yorumu güçlendirir. Şimşek ve 

ark.’nın yaptığı bir çalışmada, kardiyak NHE1 taşıyıcısının akut hipoksi sırasında total 

protein miktarında değişiklik olmaksızın sarkolemmadan içselleştirilerek fonksiyonel 

olarak sustuğunu ve reoksijenasyon ile aktivitenin geri kazanıldığını göstermiştir (192). 

Bu, iskemik stresin geri dönüşümlü membran kanal/taşıyıcı susturmasının protein-

fonksiyon ayrışması ile karakterize olduğu fikrini bağımsız bir membran proteininde 

doğrulamaktadır. 

Bu mekanizmanın temelinde hücresel sonuç açısından da anlamlı bir karşılığı 

vardır. Yapılan yakın tarihli bir çalışmada, iskemik inmede NG2-glia hücrelerinde Kir4.1 

kanalının küçük molekül agonistleriyle aktivasyonunun remiyelinizasyonu desteklediğini 

göstermiştir (158). Aynı şekilde yapılan bir çalışmada, Kir4.1'in oligodendrosit gelişimini 

Na⁺/H⁺ değiştiricisi üzerinden hücre içi pH'ı düzenleyerek desteklediğini bildirmiştir 

(193). Yani protein düzeyinde korunmuş, ancak fonksiyonel olarak susturulmuş bir 

Kir4.1 havuzunun varlığı, terapötik açıdan yeniden aktive edilebilir bir hedef olduğu 

anlamına gelmektedir. Çalışmamızda resveratrol+iskemi grubunda gözlenen kanal 

komponentlerinin yeniden ortaya çıkışı ve farmakolojik modülasyona yanıt vermesi, bu 

yorumla doğrudan örtüşmektedir. 

Son olarak, TRPM4 ekspresyonunda gözlenen azalma (özellikle 

resveratrol+iskemi grubunda) ile Kir4.1 ekspresyonunun korunması arasındaki bu 

ayrışma, iki kanalın iskemik yanıtta farklı moleküler yolaklarla etkilendiğine işaret 

etmektedir. Kir4.1 için ağırlıklı mekanizma reversibl post-translasyonel susturma iken, 

TRPM4 için klasik ekspresyon-bazlı bir düzenleme (muhtemelen resveratrolün 

SIRT1/AMPK yolağı üzerinden gen ekspresyonunu da modüle etmesi) söz konusu 

olabilir (127). Bu iki katmanlı düzenleme tablosu, resveratrolün iskemik miyelin hasarına 

karşı koruyucu etkisinin tek bir mekanizmaya değil hem ekspresyon hem fonksiyonel 

düzeyde paralel müdahalelere dayandığını düşündürmektedir. 
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5.6. Dinlenim Membran Potansiyeli ve İçeri Yönlü Akım Bulgularının 
Değerlendirilmesi 

Çalışmanın subtraction temelli kanal komponenti analizlerini tamamlayan iki 

tüm-hücre parametresi (dinlenim membran potansiyeli (RMP) ve ardışık ilaç 

uygulamaları sırasındaki içeri yönlü akım büyüklüğü) kanal düzeyindeki bulgularla 

tutarlı bir tablo ortaya koymuştur. 

Dört deney grubunda akım-kenetleme konfigürasyonunda ölçülen RMP değerleri 

gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık göstermiştir. İskemi grubunun RMP 

ortalaması tüm gruplar içinde en hiperpolarize değer olarak saptanmıştır. İlk bakışta bu 

bulgu, Kir4.1 fonksiyonel kaybının membran depolarizasyonuna yol açtığını gösteren 

literatürle çelişiyor gibi görünmektedir. Neusch ve ark., Kir4.1 geninin silinmesinin 

oligodendrositlerde RMP'yi −59.7 mV'dan −34.3 mV'a kadar depolarize ettiğini 

bildirmiştir (51). Ancak çalışmamızda ölçülen değer, kalıcı genetik bir Kir4.1 kaybını 

değil, akut iskemik strese verilen erken hücresel yanıtı yansıtmaktadır. Akut oksijen-

glukoz yoksunluğu koşullarında hücre dışı K⁺ konsantrasyonunun yükselmesi ve enerji 

bağımlı iyon taşıyıcılarının bozulması, kısa vadede membranı paradoksal biçimde 

hiperpolarize edebilir. Bu durum, geç dönemde gelişen depolarizasyondan önce gelen bir 

evre olarak değerlendirilmelidir. İskemi grubunun bu denli homojen ve dar dağılım 

göstermesi, kaydedilen popülasyonun benzer bir akut yanıt evresinde yakalandığına işaret 

etmektedir. 

Çalışmamızda resveratrol+iskemi grubunda RMP ortalaması kontrol grubuna 

belirgin biçimde yaklaşmıştır. İskemi ile resveratrol+iskemi grupları arasındaki fark 

istatistiksel anlamlılık sınırının hemen üzerinde kalmış olsa da gözlenen eğilim 

resveratrol ön-uygulamasının iskemiye bağlı membran potansiyeli kaymasını 

sınırlandırma yönündedir. Bu gözlem, resveratrol+iskemi grubunda Kir4.1 ve TRPM4 

akım komponentlerinin bazı hücrelerde yeniden ortaya çıkması ve V_rev dağılımının 

iskemi grubuna kıyasla belirgin biçimde daralması bulgularıyla aynı yöndedir. Üç 

bağımsız parametre (kanal komponenti sıklığı, V_rev homojenliği ve RMP) tutarlı 

biçimde resveratrolün hasarlı oligodendrositlerin elektrofizyolojik kimliğini stabilize 

ettiğine işaret etmektedir. Resveratrol grubunda ise RMP en depolarize değeri 

sergilemiştir. Bu grupta hem geniş dağılım hem de depolarize ortalama, resveratrolün 

iskemik olmayan koşullarda kanal aktivitesi üzerinde heterojen ve kısmen inhibitör bir 

etki gösterdiğine ilişkin önceki bulgularımızla uyumludur. 
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Ardışık ilaç uygulamaları sırasında ölçülen içeri yönlü akım büyüklüğü, iskemi 

ve resveratrol+iskemi grupları arasında belirgin bir ayrışma ortaya koymuştur. İskemi 

grubunda içeri yönlü akım, bazal kayıttan son uygulama basamağına kadar tüm 

aşamalarda büyük ölçüde değişmeden kalmıştır. Bu durum, iskemiye maruz kalan 

hücrelerde kanal popülasyonunun farmakolojik uyaranlara yanıt verme kapasitesini 

büyük ölçüde yitirdiğine işaret etmektedir. Buna karşılık resveratrol+iskemi grubunda 

içeri yönlü akım ardışık uygulamalarla giderek ve belirgin biçimde artmıştır. İskemi 

grubunda akımın uyaranlara yanıtsız kalması, Bölüm 5.5'te tartışılan "kanal proteini 

varlığını korumakla birlikte fonksiyonel aktivitesini yitirir" şeklindeki protein-fonksiyon 

ilişkili yorumunu bütün-hücre düzeyinde de desteklemektedir. 

5.7. Çalışmanın Sınırlılıkları  

Çalışmamızın bulgularının yorumlanmasında bazı sınırlılıkları göz önünde 

bulundurmak gerekmektedir. Birinci olarak, her patch-clamp grubunda nispeten düşük 

hücre sayısının (n = 5-7) bulunması, gruplar arası karşılaştırmalarda istatistiksel güç 

sınırlamasına yol açmıştır. Özellikle ramp protokolünden hesaplanan reversal potansiyel 

değerlerinin istatistiksel anlamlılığa ulaşmamış olmasında bu örneklem genişliğinin payı 

vardır. Ancak çalışmamızda her hücrenin ardışık beş ilaç aşamasında detaylı kayıtlarının 

alınması ve subtraction analizleriyle kanal-spesifik bileşenlerin ayrıştırılması, nicel 

saptamaların yanında niteliksel akım profili karşılaştırmasını da olanaklı kılmıştır. 

Ayrıca, akut beyin dilim hazırlığında gigaseal başarı oranı, hücre stabilitesi ve 

oligodendrositlerin hücre tipinin doğrulanmasının teknik zorlukları göz önüne 

alındığında bu hücre sayısı, oligodendrosit patch-clamp literatürü için karşılaştırılabilir 

düzeydedir. 

İkinci olarak, çalışmamızda fonksiyonel olarak patch-clamp ile incelenen TRPA1 

kanalının protein ekspresyon düzeyi Western blot ile değerlendirilememiştir. Bu durum, 

TRPA1 için protein-fonksiyon ilişkisinin Kir4.1 ve TRPM4 düzeyinde olduğu kadar 

bütüncül biçimde tartışılmasını sınırlandırmıştır. Gelecek çalışmalarda TRPA1 

ekspresyonunun da Western blot ve qRT-PCR ile değerlendirilmesi, oligodendrosit-

spesifik iskemik yanıtın kanal düzeyinde daha eksiksiz bir tablosunun çizilmesine olanak 

sağlayacaktır. 

Üçüncü olarak, kullandığımız akut OGD modeli, MS'in kronik ve tekrarlayıcı 

patofizyolojisini tam olarak yansıtmamaktadır. MS'te görülen miyelin hasarı haftalar-
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aylar süren bir süreçte gerçekleşirken bizim modelimizdeki iskemi maruziyeti dakikalar 

düzeyindedir. Bu nedenle, çalışmamızda saptanan moleküler etkilerin (özellikle Olig2 

ekspresyonundaki azalma) kronik iskemik koşullarda nasıl evrileceği, uzun süreli OGD 

veya kronik EAE modelleri ile ex vivo olarak ileride incelenmesi gereken bir konudur. 

Bu bağlamda, organotipik beyin dilim kültürlerinde günler-haftalar süren iskemik 

maruziyet protokolleri çalışmamızın bulgularının zaman-bağımlı evrimini incelemek için 

uygun bir platform sunabilir (114). 

Dördüncü olarak, resveratrolün biyoyararlanımı klinik çeviride önemli bir engel 

olarak durmaktadır. Resveratrol oral alımdan sonra hızla glukuronid ve sülfat 

metabolitlerine dönüşmekte ve plazma yarı-ömrü kısa kalmaktadır (194). Ayrıca kan-

beyin bariyerini geçme oranı sınırlıdır. Çalışmamız bu konuyu doğrudan kapsamamış 

olsa da gelecek çalışmalarda nanopartikül-kapsüllü, lipozomal veya intranazal resveratrol 

formülasyonlarının kullanılması; in vivo nöroprotektif etkilerin moleküler hedeflere daha 

verimli ulaşmasına imkân verebilir. Özellikle laktoferrin-konjüge edilmiş PLGA 

nanopartikülleri ile resveratrolün beyin biyoyararlanımının önemli ölçüde artırıldığı in 

vivo Alzheimer modellerinde gösterilmiştir. Benzer formülasyonların MS modellerinde 

de denenmesi anlamlı olabilir (194). 

Beşinci olarak, çalışmamızda kullanılan ilaç konsantrasyonları (resveratrol için 

literatürde kullanılan 50 µM, polygodial 100 µM, BaCl₂ 100 µM, 9-fenantrol 30 µM) 

patch-clamp deneyleri için kabul gören doz aralıklarında olmakla birlikte, in vivo elde 

edilebilen plazma/doku konsantrasyonlarından yüksektir. Bu nedenle, çalışmamızda 

gözlemlenen kanal modülasyon etkilerinin in vivo eşdeğer dozlarda da gösterilebilmesi 

için doz-yanıt eğrilerinin oluşturulması ve fizyolojik aralıkta etkinin doğrulanması 

gereklidir. Bu çalışmada gK ve GHK temelli analizler patch-clamp bulgularının 

biyofiziksel yorumunu güçlendirmekle birlikte, bu analizlerin bazı sınırlılıkları 

bulunmaktadır. Öncelikle gK hesaplamaları ramp I-V eğrisinin belirli bir negatif voltaj 

aralığındaki slope conductance değerine dayandığından, tüm hücrelerde aynı voltaj 

aralığı kullanılmış olsa da hücre boyutu, membran kapasitansı, seri direnç değişimleri ve 

kayıt stabilitesi sonuçları etkileyebilir. Ayrıca GHK ile hesaplanan göreli Na+/K+ 

geçirgenlik oranları, blokör duyarlı subtraction akımlarının reversal potansiyellerinden 

türetildiği ve bazı gruplarda geçerli hücre sayısı düşük olduğu için kesin kanal seçiciliği 

göstergesi olarak değil, destekleyici ve hipotez oluşturucu bir analiz olarak 

değerlendirilmelidir. Bu nedenle çalışmanın ana elektrofizyolojik sonucu, GHK 
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oranlarından ziyade BaCl₂duyarlı-Kir4.1 ile ilişkili ve 9-fenantrol duyarlı-TRPM4 ile 

ilişkili farmakolojik komponentlerin genlik ve iletkenlik profilleri üzerinden 

yorumlanmalıdır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Bu çalışmada, oksijen-glukoz yoksunluğu (OGD) ile oluşturulan ex vivo iskemik 

miyelin hasarı modelinde resveratrolün oligodendrosit Kir4.1, TRPM4 ve TRPA1 iyon 

kanalları üzerine etkileri patch-clamp ve Western blot yöntemleri ile bütünleşik biçimde 

değerlendirildi. Elde edilen başlıca bulgular ve gelecek çalışmalara yönelik öneriler 

aşağıda özetlendi. 

1. İskemik koşullar, Corpus Callosum oligodendrositlerinde Kir4.1 ve TRPM4 akım 

komponentlerini belirgin biçimde baskılamış ve resveratrol uygulaması bu 

fonksiyonel kaybı tam olarak tersine çevirmemekle birlikte kanalları farmakolojik 

ajanlara yanıt verebilir bir profile yaklaştırarak modüle edilebilir bir kanal 

havuzunun korunmasını sağlamıştır. Bu bulgu resveratrolün her koşulda eş 

düzeyde koruyucu bir etki sergilemediğini ancak OGD koşullarında 

oligodendrosit iyon kanalı yanıt profilini modüle edebildiğini düşündürmektedir. 

2. TRPM4 protein ekspresyonu gruplar arasında farklılık gösterdiği görüldü. 

Resveratrol+iskemi grubunun hem resveratrol hem de iskemi gruplarına kıyasla 

daha düşük düzeyde TRPM4 ekspresyonu sergilediği gözlendi. Bu durum 

TRPM4 baskılanmasının yalnızca iskemiye veya yalnızca resveratrole özgü 

olmadığını, iki koşulun birlikte uygulandığı durumda ortaya çıkan özgül bir etki 

olabileceğine göstermektedir. Bunun yanında bu durum, patch-clamp kayıtlarında 

aynı gruptaki hücrelerin çoğunda TRPM4 komponentinin yok ya da çok zayıf 

bulunmasıyla uyumlu görünmektedir. 

3. Olig2 protein ekspresyonu özellikle resveratrol+iskemi grubunda belirgin azalma 

gösterdiği görüldü, buna karşılık klasik apoptoz belirteçlerinde (Bcl-2, Bax, 

Caspase-3) kayda değer bir değişiklik gözlenmedi. Bu örüntü, oligodendrosit 

kaybının kaspaz-aracılı klasik apoptozdan farklı yolaklarla (post-translasyonel 

mekanizmalar veya alternatif hücre ölüm yolakları) seyrediyor olabileceğini 

düşündürmektedir. 

4. Kir4.1 protein ekspresyonu gruplar arasında belirgin bir farklılaşma 

göstermezken, patch-clamp kayıtlarında Kir4.1 akım komponentinin iskemi 

koşullarında belirgin biçimde baskılandığı görüldü. Bu protein-fonksiyon 

ayrışması, kanalın fonksiyonel kaybının protein düzeyinde değil; olası post-
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translasyonel mekanizmalar (fosforilasyon, oksidasyon veya membran 

değişiklikleri) ile gerçekleşiyor olabileceğine işaret etmektedir. 

5. Çalışmamızda iskemi ve resveratrol+iskemi gruplarında polygodial 

uygulanmadığı için TRPA1 akımı doğrudan ölçülemedi ve TRPA1 protein 

ekspresyonu Western blot ile değerlendirilemedi. Gelecek çalışmalarda 

polygodial içeren protokollerin tüm gruplara uygulanması, TRPA1 

ekspresyonunun Western blot ve qRT-PCR ile değerlendirilmesi ve farmakolojik 

ajanların DMSO bağımlı bileşenden tam olarak ayrıştırılabilmesi amacıyla paralel 

bir kontrol grubunun eklenmesi oligodendrosit-spesifik iskemik yanıtın kanal 

düzeyinde daha eksiksiz biçimde tanımlanmasına katkı sağlayacaktır. 

6. Olig2 kaybının klasik apoptoz dışındaki yolaklarla seyrettiği hipotezinin 

doğrulanması amacıyla, gelecek çalışmalarda ferroptoz (GPX4, ACSL4, MDA), 

nekroptoz (RIP1, RIP3, MLKL) ve otofaji (LC3, p62) için özgül belirteçlerin 

değerlendirilmesi yarar sağlayacaktır. Ayrıca Kir4.1 protein-fonksiyon 

ayrışmasının altında yatan post-translasyonel mekanizmaların aydınlatılması için 

fosforilasyon-özgül antikorlar, yüzey-biyotinilasyon ve PIP₂ bağlanmasına 

yönelik çalışmaların yapılması önerilmektedir. 

7. İletkenlik ve GHK geçirgenlik analizleri, Kir4.1 ve TRPM4 komponentlerinin 

gruplar arasında anlamlı farklılık göstermediğini, buna karşılık BaCl₂-duyarlı 

iletkenliğin yalnızca iskemi grubunda tutarlı ve anlamlı bir azalma ürettiğini ve 

bu grupta potasyum denge potansiyeline yakın reversal potansiyeliyle beklenen 

K⁺-seçici Kir4.1 değerlerini sergilediğini ortaya koymuştur. Elektrofizyolojik 

ölçümlerin düşük örneklem sayısı, yüksek bazal sızıntı iletkenliği gibi durumlar 

nedeniyle sınırlı çözünürlüğe sahip olduğu göz önünde bulundurulmalıdır. İleri 

çalışmalarda iletkenliklerin hücre kapasitansına normalize edilmesi 

önerilmektedir. 

8. Bu çalışmadaki ex vivo OGD modeli akut iskemik miyelin hasarını modellemekte 

olup, bulguların kronik demiyelinizasyon ve gerçek MS patolojisi koşullarındaki 

geçerliliği, in vivo kuprizon veya EAE modellerinde resveratrol uygulamasının 

iyon kanalı merkezli sonuçlarla değerlendirilmesini gerektirmektedir. 

Resveratrolün biyoyararlanımının sınırlı olması nedeniyle, kan-beyin bariyerini 

geçirebilen nano-partikül taşıyıcılar, lipozomal formülasyonlar veya kararlı 
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analoglar kullanılarak biyoyararlılığı artırılmış resveratrol türevlerinin 

oligodendrosit iyon kanalı üzerindeki etkinliğinin araştırılması, bulguların klinik 

uygulamaya taşınması açısından önem taşımaktadır. 
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