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OZET

Oksijen Glukoz Yoksunlugu ile Olusturulan iskemik Miyelin Hasar1 Modelinde
Resveratroliin Oligodendrosit Iyon Kanallar1 Uzerine Etkisi

Amac: Multipl skleroz (MS), Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’de miyelin kaybr ile
karakterize kronik nérodejeneratif bir hastaliktir. MS patogenezinde oligodendrosit iyon
kanal diizensizlikleri 6nemli rol oynamaktadir. Bu ¢calismada, oksijen-glukoz yoksunlugu
(OGD) ile olusturulan iskemik miyelin hasar1t modelinde resveratroliin Kir4.1, TRPM4
ve TRPAL iyon kanallar iizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaclandi.

Materyal ve Metot: 10-17 giinlik BALB/c tiirii farelerden elde edilen 225 yum
kalinligindaki akut beyin dilimleri Kontrol, Resveratrol (50 uM), iskemi (OGD) ve
Resveratrol+iskemi olmak iizere doért gruba ayrildi. Oligodendrositler Olig2
immiinofloresan boyamasi ile dogrulandi. Tiim-hiicre voltaj-clamp yontemiyle patch-
clamp kayitlar1 alindi. TRPAI, Kird.1 ve TRPM4 akim komponentleri sirasiyla
polygodial, BaCl» ve 9-fenantrol uygulamalari sonrasi subtraction yontemiyle ayristirildi.
Olig2, Kir4.1, TRPM4, BCL-2, BAX ve Kaspaz-3 protein ekspresyonlart Western blot
ile degerlendirildi.

Bulgular: iskemi grubunda Kir4.1 ve TRPM4 akim komponentlerinin belirgin
sekilde baskilandig1r saptandi. Resveratrol+iskemi grubunda akim genlikleri diisiik
kalmasina ragmen, iyon kanallarinin farmakolojik modiilasyonu iskemi grubuna gore
anlamli diizeyde korundu (p<0.05). Western blot analizinde TRPM4 ve Olig2
ekspresyonlarinin resveratrol+iskemi grubunda azaldigi belirlendi (p<0.05). Kir4.1,
BCL-2, BAX ve Kaspaz-3 diizeylerinde ise anlaml1 farklilik saptanmadi (p>0.05).

Sonug¢: Akut iskemik miyelin hasarinda Kir4.1 fonksiyon kayb1 biiyiik Olclide
reversibl post-translasyonel mekanizmalarla iliskili goriinirken, TRPM4 hem
fonksiyonel hem protein diizeyinde azalmistir. Resveratrol, iyon kanallarinin
elektrofizyolojik yanit verebilirligini koruyarak noroprotektif potansiyel sergilemistir. Bu
bulgular MS i¢in yeni noroprotektif yaklagimlara katki saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Iskemik miyelin hasar;, Kird.1, Multipl skleroz,
Oligodendrosit, Resveratrol, TRPM4



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 Kird.1, TRPM4, and TRPA1 ion channels in an oxygen—glucose
deprivation (OGD)-induced ischemic myelin injury model.

Materials and Methods: Acute brain slices (225 um thick) obtained from 10—
17-day-old BALB/c mice were divided into four groups: Control, Resveratrol (50 uM),
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, BaCl., 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
1s 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: Ischemic myelin injury, Kir4.1, Multiple sclerosis, Oligodendrocyte,
Resveratrol, TRPM4
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1. GIRIS

Miyelin kilifi, sinir hiicrelerinin uzantilar1 olan aksonlarin etrafindaki koruyucu
bir yalitim tabakasidir (1). Bu tabaka, sinir iletiminin hizim1 artirir ve sinir iletiminin
diizgiin bir sekilde gerceklesmesini saglar. Miyelin kilifi, lipit ve proteinlerden olusur ve
sinir liflerini sarar (2). Miyelin kilif Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’de oligodendrosit
denilen glial hiicreleri tarafindan yapilir. Oligodendrosit projenitor hiicreleri (OPC),
oligodendrositlerin Onciileri olarak kabul edilir ve miyelin oligodendrosit hiicrelerine
farklilasarak miyelin yapim siirecinin baglatilmasindan sorumludur (3). Bunun yaninda
OPC’ler miyelin yapimi1 ve bakimi icin gerekli olan hiicresel bilesenleri {iretme
yetenegine sahiptirler. Bu hiicreler, MSS’deki sinir iletimini hizlandirmak ve sinir liflerini
korumak igin kritik bir rol oynarlar (4-6). Oligodendrositler, miyelinizasyonun yani sira
potasyum homeostazi ve aksonal mikrogevrenin diizenlenmesinde gorev alan iyon

kanallar1 sayesinde noronal fonksiyonlarin devamliliginda 6nemli rol oynarlar (7).

Demiyelinizan hastaliklar, MSS’de (beyin ve omurilik) bulunan miyelin kilifinin
hasar gdrmesi veya kaybi ile karakterize olan norolojik bozukluklardir. Bu tiir hastaliklar,
miyelin kilifinin yikilmasi nedeniyle sinir iletiminin bozulmasi sonucu ¢esitli norolojik
semptomlarin ortaya ¢ikmasiyla tanmir. Demiyelinizan hastaliklarin en yaygin olani
Multipl Skleroz (MS)’tir. MS, bagisiklik sisteminin yanlishkla kendi miyelin kilifina
saldirmas1 sonucu ortaya ¢ikar. Hastalik genellikle tekrarlayan norolojik ataklar ve
remisyon donemleri ile seyreder. MS, gérme bozukluklari, hareket sorunlari, yorgunluk

ve buna benzer bagka semptomlara yol acabilir (8).

Resveratrol; tiziim kabugu ve yer fistig1 gibi kaynaklardan elde edilen, ¢cok yonlii
biyolojik etkilerine (anti-inflamatuar, anti-trombosit vb.) ek olarak giiclii ndroprotektif
potansiyel barindiran bir polifenoldiir. Yapilan caligmalar resveratroliin iskemiye bagh
beyin hasarma karsi etkili oldugunu ve resveratroliin, vaskiiler endotelyal hiicrelerdeki
kalsiyum (Ca®") ile aktiflestirilen potasyum (K*) kanallar1, ventrikiiler miyositlerdeki L-
tipi Ca** akimlar1 dahil olmak iizere bircok iyon kanalmin fonksiyonlarmi modiile

edebildigini ileri stirmiistiir (9-11).

Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPAI) kanali ndronlarin,

oligodendrositlerin ve diger hiicre tiplerinin membranlarinda bulunan iyon kanalidir. Bu



kanal agri, sicaklik, inflamasyon ve mekanik uyaricilar basta olmak iizere bir dizi
kimyasal ve fiziksel uyarana karst hassasiyet gosterir. Ayrica, TRPA1 kanallari,
inflamatuvar yanitlarin ve ndrojenik inflamasyonun diizenlenmesinde de 6énemli bir rol
oynar. Bu nedenle, TRPA1 kanallari, nérolojik hastaliklarin ve agri sendromlarmin
anlagilmasi ve tedavisi agisindan onemli bir arastirma alanini temsil eder (12, 13).
Hamilton ve arkadaglarinin hiicre kiiltiiriinde iskemik miyelin hasar1 modeliyle yaptig
bir calismada TRPA1 kanalinin farmakolojik olarak antagonize edilmesinin MS sonucu
olusan miyelin hasarin1 anlamli derecede azaltti§1 bulunmustur (14). iskemide hipoksik
sartlardan 6tiirli oligodendrositlerde artmis hidrojen (H") iyonu konsantrasyonu TRPA 1
kanalmin aktivasyonunu saglar ve bu durum hiicre igerisindeki Ca®" ve Mg*"
konsantrasyonlarin1 arttirir. Boylelikle artan bu konsantrasyonlara bagli olarak

oligodendrosit hasar1 artabilir. Bu da demiyelinizasyon olusumunda etkili olabilir (14).

Inwardly Rectifying Potassium Channels/ice dogrultucu potasyum kanali 4.1
(Kir4.1) kanali, 6zellikle MSS’deki noronlarda ve glial hiicrelerde bulunan bir potasyum
kanalidir. Oligodendrosit ve astrosit gibi hiicrelerde bu kanal néronal aktivite sirasinda
hiicre dist K™nin uzaklastirilmasina yardimer oldugundan, genel islev kaybi ciddi
norolojik durumlarla iligkilidir (7). Son arastirmalar, Kir4.1 kanallarinin MS
patofizyolojisindeki potansiyel roliiniin varligina isaret etmektedir. Kir4.1 kanal
aktivitesinin azalmasinin astrosit ile oligodendrositlerin islev bozukluguna ve bagisiklik
sistemi hiicrelerinin MSS’de zarar verme yeteneginin artmasina yol agabilecegini 6ne
stirmektedir. Bu, MS hastalarinda gériilen demiyelinizasyonun ve néroinflamasyonun bir
sonucu olarak sinir hiicrelerinin hasar gérmesine katkida bulunabilir. Bunun yaninda
yapilan bir ¢alismada Kir4.1 kanalinin néronlarin metabolizmasi i¢in dnemli olan glikoz
temini ve laktat uzaklastirilmasi noktasinda rolleri oldugunu gostermektedir. Bu kanalin

eksikliginde bu fonksiyonlarda bozulma olacagi i¢cin demiyelizasyon da artmaktadir (15).

Ca”' ile aktiflestirilen, segici olmayan bir katyon kanali olan gegici reseptor
potansiyeli melastatin iiyesi 4 (TRPM4)iin, bagisiklik tepkisinde, insiilin
salgilanmasinda, kardiyovaskiiler hastaliklarda ve kanserde hiicre zar1 depolarizasyonuna
aracilik ettigi bilinmektedir (16). Oligodendrositlerde bulunan TRPM4 kanallari,
membran potansiyelini depolarize ederek ndronal uyarilabilirligi artirabilir ve aym
zamanda bu yolla dolayli olarak intraselliiller Ca®>" konsantrasyonunu artirabilir. Bu,
oligodendrositlerin islevselligini etkileyebilir ve miyelin olusturma yeteneklerini

azaltabilir. Ayrica, TRPM4 kanallarinin inflamatuvar yanitlar1 diizenleyebilecegi ve bu
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yolla MS'in inflamatuvar bilesenlerini modiile edebilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle,
oligodendrositlerde bulunan TRPM4 kanallarinin, MS patofizyolojisinin daha iyi
anlasilmas1 ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan potansiyel bir hedef
olabilecegi diistiniilmektedir. Farelerde deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (EAE)
modeliyle yapilmis bir calismada, TRPM4’lin knockout edilmesinin klinik semptomlari

iyilestirdigi ve hastaligin ilerlemesini hafiflettigi gosterilmistir (16, 17).

Sonug¢ olarak MS patogenezi, inflamasyonla tetiklenen ancak mitokondriyal
disfonksiyon ~ve iyon kanali  diizensizlikleriyle ilerleyen bir  slirectir.
Oligodendrositlerdeki Kird.1 kaybi ve TRPM4 ile TRPA1l aktivasyonu arasindaki
patolojik iliskinin aydinlatilmasi ve resveratrol gibi ¢cok yonlii bir potansiyel ajanin, bu
kanallar tizerindeki diizenleyici etkilerinin gosterilmesi, kesin tedavisi bulunmayan MS
hastalig1 i¢in yeni noroprotektif stratejilerin gelistirilmesine olanak saglayabilir. Bununla
birlikte, oligodendrositlerin Kir4.1, TRPM4 ve TRPA1 iyon kanallarinin iskemik miyelin
hasarindaki fonksiyonel dinamiklerinin ex vivo akut beyin dilimlerinde tiim-hiicre patch-
clamp diizeyinde ayni deneysel eksende karakterize edildigi calismalar olduk¢a sinirlidir.
Ozellikle resveratrol gibi ¢ok yonlii dogal bir bilesigin bu ii¢ kanal iizerindeki birlesik
elektrofizyolojik etkisi heniiz tam olarak tanimlanmamigtir. Mevcut literatiir cogunlukla
noron veya hiicre kiiltiirii modellerinde yapilan, tek kanal hedefli calismalar1 icermekte
olup, OGD ile indiiklenen iskemik kosullarda farmakolojik olarak ayristirilmis kanal
komponentlerinin  Corpus Callosum oligodendrositleri 6zelinde degerlendirildigi
biitlinciil bir veri seti bulunmamaktadir. Bu c¢alisma, s6z konusu bilgi boslugunu
doldurmak amaciyla oligodendrosit-spesifik kosullarda Kir4.1, TRPM4 ve TRPA1 akim
komponentlerini es zamanli ele almakta ve resveratrolin koruyucu roliinii hem
fonksiyonel diizeyde hem de (Kir4.1 ve TRPM4 i¢in) protein ekspresyon diizeyinde
degerlendirmektedir. Bu bilgiler 1s18inda bu calismanin amaci; olusturulan oksijen-
glukoz yoksunlugu (OGD) iskemik modelinde, oligodendrositlerde bulunan Kir4.1,
TRPA1 ve TRPM4 kanallarinin patch-clamp yontemiyle fonksiyonlarinin ve Kir4.1 ile
TRPM4 kanallarinin western blot yontemiyle protein ekspresyon diizeylerinin dl¢iilerek

resveratroliin bunlar tizerine etkinligini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Miyelin Kilif

Miyelin kilif, omurgali canlilarin sinir sisteminde aksonlarin etrafin1 sararak
elektriksel yalitim saglayan, lipitten zengin, 6zellesmis bir kilif yapisidir. MSS’de
oligodendrositler tarafindan, periferik sinir sisteminde (PSS) ise Schwann hiicreleri
tarafindan tretilir. Bu kilif, aksiyon potansiyelinin Ranvier diigiimleri arasinda sigrayici
(saltatory) iletimle yiiksek hizda ve enerji verimli ilerlemesini saglar. Agirliginin yaklagik
%70-80’1ni lipitlerin olusturdugu miyelin kilif, yiliksek kolesterol igerigi ile fosfolipitler
(fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin), sfingolipitler (sfingomiyelin) ve
glikolipitlerden (galaktoserebrozid ve sulfatid) olusan kompleks bir lipid
kompozisyonuna sahiptir. Bu kilif, Miyelin Bazik Proteini (MBP) ile Proteolipid Protein
(PLP) gibi 6zgiil proteinler sayesinde diger biyolojik membranlardan ayrilir (18, 19).
Yalitim islevinin Otesinde, aksonlara metabolik destek (6rnegin laktat transferi) de

saglayarak noronal sagkalim ve aksonal biitiinliik i¢in kritik bir mikrogevre olusturur (1,

20).
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Sekil 2.1. Oligodendrosit Projenitér Hiicrelerinin (OPC) miyelin olusturma asamalari (1).



MSS'de miyelin olusumu (myelinizasyon), oligodendrosit prekiirsor hiicrelerinin
(OPC) olgun oligodendrositlere farklilasmasiyla baslayan karmagik bir siirectir (Sekil
2.1.). Tek bir oligodendrosit, bazen 50'ye varan uzanti gondererek birden fazla akson
segmentini ayni anda miyelinleyebilir. Bu siire¢, oligodendrositlerin olaganiistii membran
sentez kapasitesi ve yiiksek metabolik hizi gerektirir. Yiiksek enerji gereksinimi
nedeniyle oligodendrositler oksidatif stres ve iskemi/hipoksiye ek olarak
eksitotoksisiteye karst oldukca duyarlhidir. Ozellikle glutamat ve aspartat gibi eksitator
amino asitlerin AMPA/kainat ve NMDA reseptdrlerini asir1 uyarmasi sonucu gelisen Ca®*
girisine bagli eksitotoksik siirecler oligodendrosit hasar1 ve miyelin kaybina yol
acabilmektedir. Miyelin kilifin stabilitesi, hiicre ici iyon dengesinin titiz korunmasina
baglidir. Bu denge bozuldugunda miyelin tabakalarinda sisme, vakuolizasyon ve sonunda

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

2.1.1. Demiyelinizan Hastahklar

Demiyelinizan hastaliklar, MSS veya PSS’de aksonlar1 saran miyelin kilifinin
hasar veya kaybiyla karakterize heterojen norolojik bozukluklardir. Miyelin,
oligodendrositler ve Schwann hiicreleri tarafindan tiretilen, elektriksel iletimi hizlandiran
bir membran yapisidir ve biitiinliigiiniin bozulmas sinir iletiminde azalmaya, buna bagl
duyusal-motor-bilissel disfonksiyonlara yol acar. Patogenezde otoimmiin yanitlar,
inflamasyon, enfeksiyonlar, metabolik/genetik/¢evresel faktorler rol oynar. En yaygin
olani kronik ve tekrarli inflamasyonlarla karakterize olan MS hastaligidir. Bu hastalik
miyelinde inflamasyon, demiyelinizasyon, gliozis ve aksonal kayip iceren ubo plaklar
denen lezyonlarla ortaya ¢ikar. Giincel ¢aligmalar, bu hastaliklarin miyelin kaybinin
Otesinde aksonal dejenerasyon ve ndrodejenerasyonu igerdigini, progresif evrelerde kalici
sakatlikta kritik oldugunu vurgular. MS disinda Akut Yaygin Ensefalomiyelit (ADEM),
Noromiyelit optika spektrum bozuklugu (NMOSD veya Devic hastaligi), Balé sklerozu
ve lokodistrofileri gibi hastaliklar da demiyelinizan hastaliklardandir (24-26).

Glincel arastirmalar, multipl skleroz (MS) patogenezinin yalnizca immiinolojik
dengesizliklerle simirlt olmadigini, siirece sanal hipoksi (virtual hypoxia) olarak
tanimlanan bir enerji yetersizligi mekanizmasinin da eslik ettigini gostermektedir.
Inflamasyonun tetikledigi mitokondriyal disfonksiyon ve &édem aksonal yapilarda ve

oligodendrositlerde ciddi bir enerji krizine yol acarak ATP seviyelerini diisirmekte, bu



durum ise Na'/K"-ATPaz gibi iyon pompalarinin fonksiyonel kaybina neden olmaktadir.
Neticede, iskemik hasara benzer bir kaskadin devreye girmesiyle miyelin biitiinliigii
bozulmakta, sinir iletimi kesintiye ugramakta ve kalici norolojik defisitler ortaya

cikmaktadir. (27-29).

Oligodendrositlerdeki iyon kanallari, miyelin biitiinliigiiniin korunmasinda ve M'S
patofizyolojisinde kritik rol oynar. Kir4.1 kanallari, néronal aktivite sirasinda agiga ¢ikan
potasyumu hiicre i¢ine alarak "potasyum tamponlamasi" saglar ve miyelin stabilitesini
korur. MS ile iskemik hasarda Kir4.1 ekspresyonunun azalmasi potasyum birikimine,
hiicre depolarizasyonuna ve oligodendrosit 6liimiine yol acar. Enerji tiikkenmesinde aktive
olan TRPM4 kanallar1 ise asir1 sodyum girisi ve su akisiyla ozmotik sismeye neden olarak
miyelin ayrigsmasmi tetikler. Bu mekanizma iskemik miyelin hasarinin temel

unsurlarindandir (16, 30).

Oksidatif stres ve inflamatuar mediatorlere duyarli TRPA1 kanallarinin
aktivasyonu, oligodendrositlerde hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini patolojik diizeylere
yiikseltir. Miyelin hasarli bolgelerde kalsiyum birikimi, kalpainler gibi kalsiyuma bagiml
proteazlar tetikleyerek miyelin proteinlerini ve hiicre iskeletini yikar. MS'in inflamatuar
ve iskemik bilesenlerinde Kir4.1 fonksiyon kaybi1 ile TRPM4/TRPA1 asir1 aktivasyonu,
miyelin yikimini tetikleyen kisir dongii olusturur. (14, 31, 32).

2.2. Multipl Skleroz (MS)

Multipl Skleroz (MS); MSS’de kronik, inflamatuar, demiyelinizan ve
norodejeneratif karakterli ataklarla seyreden bir hastalik olup, geng eriskinlerde travma
dis1 norolojik engelliligin en yaygin nedenidir. Hastaligin etyolojisi heniiz tam olarak
aydinlatilamamis olsa da genetik olarak yatkin bireylerde viral enfeksiyonlar (6rnegin
Epstein-Barr virlisii), D vitamini eksikligi ve sigara gibi c¢evresel faktorlerin
tetiklemesiyle ortaya c¢ikan karmasik bir noroinflamatuvar siireg oldugu kabul
edilmektedir (33-35). Patolojik olarak MS; kan-beyin bariyerinin (KBB) bozulmasi, Thl
ve Thl17 artis1 ile Treg azalmasi sonucu perivaskiiler alana otoreaktift T ve B
lenfositlerinin infiltrasyonu, mikroglia/makrofaj aktivasyonu, oligodendrosit kayb1 ve
aksonal hasar ile karakterizedir. MS geleneksel olarak bir MSS beyaz cevher hastaligi
olarak kabul edilse de giincel veriler gri maddede de yaygin demiyelinizasyon
gerceklestigini kanitlamaktadir. Ozellikle ilerleyici MS formlarinda belirginlesen subpial

kortikal lezyonlar, inflamatuar yanitin beyaz maddeye oranla daha diisiik olmasi ve



mevcut goriintiileme tekniklerinin (MRG) smirliliklart nedeniyle siklikla gézden
ka¢maktadir. Buna ragmen, gri madde lezyonlarinin igerdigi belirgin aksonal ve néronal
hasar, kortikal patolojilerin MS patogenezindeki kritik roliinii ortaya koymaktadir. (27,
36, 37).

Hastaligin klinik seyri, 2013 yilinda yenilenen uluslararasi kriterlere gore temel
fenotiplere ayrilmistir. Hastalarin yaklasik %85'1, akut ataklar ve bunlar takip eden tam
veya kismi iyilesme donemleriyle karakterize "Ataklarla Seyreden MS" (Relapsing-
Remitting MS, RRMS) tanis1 alir. Bu formda baslangicta inflamatuar aktivite 6n
plandayken, zamanla ndrolojik rezervin tiikenmesiyle birlikte ataklardan bagimsiz bir
kotiilesme stireci olan "Sekonder Progresif MS" (SPMS) evresine gecis goriiliir.
Hastalarin %10-15'lik bir kismi ise baslangictan itibaren iyilesme donemleri olmaksizin
ilerleyici sakatlik gelisimi gosteren "Primer Progresif MS" (PPMS) grubunu olusturur.
Giincel goriise gore, fenotipik farkliliklara ragmen tiim formlarin altinda yatan ortak
patoloji, periferik immiin hiicre girisinden ziyade, MSS parankimi i¢ine hapsolmus kronik

inflamasyon (smouldering plaques) ve buna eslik eden metabolik tiikenmisliktir (38-41).

MS patofizyolojisinde norodejenerasyonu agiklayan en gili¢lii mekanizmalardan
biri, "sanal hipoksi" (virtual hypoxia) hipotezidir. Inflamasyon bolgesindeki aktive olmus
mikroglia ve makrofajlardan salinan Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Nitrik Oksit (NO),
mitokondriyal solunum zinciri enzimlerini inhibe ederek oksidatif fosforilasyonu bozar.
Bu durum, doku perflizyonu ve oksijen sunumu normal olsa bile, aksonlarin ve
oligodendrositlerin oksijeni kullanamayarak agir bir enerji krizine girmesine neden olur.
Miyelin kilifi lireten ve aksonal metabolizmay1 destekleyen oligodendrositler, viicudun
en yliksek metabolik hizina sahip hiicrelerinden biri oldugu i¢in ATP eksikligine karsi
asir1 duyarlidirlar. Enerji yetmezligi, hiicre zarindaki iyon gradiyentini koruyan Na“K"-
ATPaz pompalarmin ¢aligmasimi bozar ve bu noktada iyon kanallarmin patolojik

aktivasyonu devreye girerek hiicre 6liimiinii tetikler (40, 42, 43).

2.2.1. Multipl Skleroz (MS) ve Iyon Kanallar

Multipl skleroz patofizyolojisinde oligodendrositler ve oligodendrosit Onciil
hiicrelerinde yer alan iyon kanallari, miyelin biitiinliigii ile aksonal iletim ve
remiyelinizasyon kapasitesinin diizenlenmesinde kilit rol oynamaktadir (44). Ozellikle
Kir ve Kv ailesi gibi potasyum kanallari, hiicre dis1 K" dengesinin korunmast ile membran

potansiyelinin regiilasyonu ve akson-glia etkilesiminin siirdiiriilmesi bakimindan kritik



oneme sahiptir (45, 46). Bununla birlikte voltaj kapili sodyum, kalsiyum ve kloriir
kanallarinin yani sira TRP ve belirli ligand kapili kanallar OPC’lerin proliferasyon,
migrasyon ve diferansiyasyon siiregleri ile miyelin {iretimi iizerinde dogrudan etkilidir.
MS lezyonlarinda bu kanal ailelerine ait gen ekspresyonunda gozlenen belirgin
degisimlerin noéroinflamasyon, iyon homeostazinin bozulmasi, enerji yetersizligi,
demiyelinizasyon ve aksonal dejenerasyon siirecleriyle yakindan iligkili oldugu 6ne
stirilmektedir. Bu dogrultuda, oligodendrosit iyon kanallari yalnizca hiicresel islev
kaybinin birer gostergesi degil, ayn1 zamanda remiyelinizasyonu tesvik etmek ve aksonal
hasar1 sinirlamak adina stratejik terapotik hedefler olarak degerlendirilmektedir (46-48)

(Sekil 2.2.).

Saghkh Oligodendrosit iskemi / Hipoksi Kanal Disregiilasyonu Demiyelinizasyon
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Hicre disi K* = hiicre icine ROS ve enerji yetersizligi Na'/Ca?' asin yilkleme, sitotoksik édem Miyelin kaybi, aksonal dejenerasyon

Sekil 2.2. MS patofizyolojisinde bazi oligodendrosit iyon kanallarinin rolii. (1) Saglikli
hiicre, (2) iskemi sonucu ATP diisiisti, (3) kanal diizensizlikleri, (4) demiyelinizasyon

olusumu.

Oligodendrosit ve akson hasarinda, iyon kanallar1 arasindaki dengenin bozulmasi
kritik bir yiiriitiici mekanizmadir. Saglikli MSS'de, oligodendrositlerde yogun olarak
bulunan Kir4.1 (KCNJ10) kanallari, néronal aktivite sirasinda agiga ¢ikan K™ u hiicre
icine alarak "uzamsal tamponlama" yapar ve ekstraseliiler ortam1 diizenler. Ancak MS
plaklarinda, normal goriiniimlii beyaz cevherde ve iskemik/hipoksik kosullarda Kir4.1
ekspresyonunun ve fonksiyonunun dramatik sekile azaldig1 gosterilmistir (7, 49, 50). Bu
kayip, ekstraseliiler alanda K" birikimine, glutamat tagiyicilarinin tersine dénmesine ve
eksitotoksisiteye zemin hazirlar. Ayrica bazi hastalarda Kird.1'e karst gelisen
otoantikorlarin varligi, bu kanalin dogrudan bir immiin hedef oldugunu da

distindiirmektedir (51-53).



Kir4.1 kaybina eslik eden ve hiicre 6liimiinii asil hizlandiran siire¢ ise TRPM4
kanallarinin fonksiyonel bozulmasidir. Fizyolojik kosullarda kapali olan veya diisiik
aktivite gosteren TRPM4 kanallari, ATP seviyeleri diistiigiinde (iskemi/hipoksi benzeri
durumlarda) ve hiicre i¢i kalsiyum arttiginda aktive olur. Aktive olan TRPM4, hiicre igine
masif Na* girisine izin verir ancak Ca®" gegirgenligi yoktur. Hiicre icinde artan sodyum
konsantrasyonu, ozmotik su girigini tetikleyerek ozmotik hiicre sigsmesine (sitotoksik
0dem) neden olur (16, 54, 55). Ayrica anaerobik metabolizmanin artmasiyla olusan laktik
asit birikimi, hiicre i¢i H* iyonlarmin yiikselmesine ve metabolik asidoza yol acar. Bu,
hiicre i¢i pH'1 dengelemek icin Na*/H* degistiricisini (NHE) aktive eder. NHE de H™1
disar1 atarken Na* girisine neden olarak hiicre i¢i Na* birikimini tetikler. Yiikselen Na*
konsantrasyonu ise Na*/Ca®" degistiricisini (NCX) ters yonde c¢alistirarak asir1 Ca*
girisini saglar. Asir1 kalsiyum yiliklenmesi mitokondriyal hasar, proteaz aktivasyonu ve
oksidatif stres araciligiyla hiicreyi nekrotik 6liim dongiisiine siiriikler (56, 57). Yapilan
deneysel ¢aligmalarda, TRPM4 inhibisyonunun veya genetik olarak silinmesinin (knock-
out), hem EAE hem de iskemik OGD modellerinde néroproteksiyon sagladigi ve akson
kaybin azalttig1 kanitlanmistir (16, 54, 55).

Multipl ~ skleroz  patofizyolojisinde =~ TRPA1 kanali néroinflamasyon,
demiyelinizasyon ve ndropatik agr siireclerinde kritik bir araci olarak one ¢ikmaktadir
(58). Oligodendrositlerde ve astrositlerde eksprese edildigi saptanan bu iyon kanallarinin
aktivasyonu, hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonunu artirarak miyelin hasarini tetiklemekte ve
yeni miyelin olusumunu engellemektedir (59, 60). Deneysel MS modellerinde, TRPA1
eksikliginin veya farmakolojik inhibisyonunun olgun oligodendrositlerin apoptozunu
azaltt1g1, spinal korddaki ndroinflamatuar belirtegleri baskiladigi ve demiyelinizasyon
siirecini dnemli dlciide smirladig gosterilmistir (58, 61). Ozellikle oksidatif stres iiriinleri
ve iskemik kosullar tarafindan aktive edilen TRPA1'in, pro-apoptotik sinyal yolaklarini
diizenleyerek aksonal hasara katkida bulundugu diisiiniilmektedir (61, 62). Bu bulgular,
TRPA1 kanallarinin MS tedavisinde hem miyelini korumak hem de noropatik
semptomlar1 hafifletmek i¢in stratejik bir terapdtik hedef olabilecegini ortaya

koymaktadir (58, 59).

2.3. Oligodendrositler ve Iyon Kanallari

Oligodendrositler, MSS’de yiiksek derecede Ozellesmis glial hiicreler olarak

gorev yapar. Baslica islevleri arasinda ndron aksonlarinin etrafinda miyelin kilif



olusturarak aksiyon potansiyelinin saltatory (sigrayici) iletimini hizlandirmak yer alir.
Bunun yani sira oligodendrositler, néronal enerji metabolizmasina katkida bulunmak
amaciyla aksonlara laktat ve piriivat gibi yliksek enerjili substratlar1 saglayarak enerji
destegi sunar. Bu destek, miyelin tabakasinin aksine aksiyona dogrudan erisim saglayan
metabolik kanallar ve monokarboksilat tastyicilar araciligiyla gergeklesir (63, 64).
Ayrica, oligodendrositler glia-akson uzun vadeli biitiinliigiinii destekleyen metabolik ve
yapisal destek mekanizmalar1 saglarlar (63, 65). Oligodendrosit olusum siireci noral kok
hiicrelerin farklilasarak oligodendrosit progenitor hiicrelerine (OPC) doniismesi,
ardindan immatiir oligodendrositlerin olusmasi ve son asamada matiir miyelin {ireten
hiicrelerin ortaya ¢ikmasi ile karakterizedir. Bu farklilagma siireci oldukg¢a karmasik bir
molekiiler sinyal agi tarafindan diizenlenir. Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii
(PDGF), Fibroblast Biiyiime Faktérii (FGF), Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 (IGF-1)
gibi biiylime faktorleri ile Notch, Wnt ve Sonic hedgehog (Shh) sinyal yolaklari bu

stiregte 6onemli rol oynar (66).

Oligodendrositlerin, miyelin olusumu ve aksonal destek gorevlerinin yerine
getirilmesi i¢in de ¢ok sayida iyon kanali ve tastyici protein kritik 6neme sahiptir. Bu
yapilar membran potansiyelinin korunmasi, iyon homeostazinin saglanmasi, hiicre ici
sinyal iletimi ve Ozellikle Ca®" homeostazinin diizenlenmesi gibi temel siiregleri
diizenlerken ayni1 zamanda oligodendrosit progenitdr hiicrelerinin proliferasyonu,
farklilasmasi, miyelin olusumu ve hiicre 6liim mekanizmalari {izerinde belirleyici etkileri
vardir (16, 30, 67). Oligodendrositlerde en iyi karakterize edilmis potasyum kanallar1
arasinda inward-rectifier K* kanallar1 (6zellikle Kird.1) yer alir ve bu kanallar
potasyumun tamponlanmasi ile hiperpolarize membran potansiyelinin korunmasinda
merkezi rol oynar. Voltaj kapili potasyum kanallar1 (Kv1.3, Kv1.5) ve baz1 iki gézenekli
K* kanallar1 (K2P ailesi) ise membran eksitabilitesinin modiilasyonuna katk: saglar (30).
Ayrica voltaj kapili sodyum kanallar1 (Navl.2 ve Navl.6) da oligodendrositlerde
saptanmig olup patolojik durumlarda iyonik homeostazin diizenlenmesi ve akson-glia
etkilesimi agisindan 6nemli olabilecegi gosterilmistir. Hiicre i¢i kalsiyum sinyalizasyonu
ise voltaj kapili Ca** kanallar1 (L-tipi Cav1.2 ve Cavl1.3) ve glutamat reseptdrleri (AMPA
ve NMDA) aracilifiyla diizenlenir ve bu sistemler oligodendrosit diferansiyasyonu,
miyelin olusumu ile hiicresel stres yanitlarinda 6nemli rol istlenir (18). Bu ¢ercevede
TRP (Transient Receptor Potential) kanal ailesi, 6zellikle TRPA1 ve TRPM4 alt tipleri,

oksidatif stres ve iskemi gibi patolojik durumlarda stres yanitlar1 ve Ca®* sinyallemenin
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diizenlenmesinde kritik konumdadir. TRPA1 blokajinin beyaz cevher iskemisinde
fonksiyon kaybimmi azaltabildigi ve TRPM4 kanalinin Ca?* ile aktive olup monovalan
katyonlara (6zellikle Na*) gecirgenlik saglayarak membran depolarizasyonuna katkida

bulundugu raporlanmistir (14).

Iyon kanallarma ek olarak hiicresel iyon dengesi, Na*/K*-ATPaz pompasi,
Na*/Ca** degistiricisi (NCX) ve Na*/H* degistiricisi (NHE) gibi tasiyic1 sistemler
tarafindan da diizenlenir. Bu mekanizmalar elektrokimyasal gradyanlarin korunmasi ve
Ca?" sinyalizasyonunun kontrolii agisindan merkezi rol oynarken oligodendrositlerin
yiiksek enerji gereksinimi nedeniyle enerji metabolizmasiyla dogrudan iligkilidir (68). Bu
nedenle oligodendrosit iyon kanallar1 ve iyon tasiyici sistemleri, yalnizca fizyolojik glial
fonksiyonlarin siirdiiriilmesi i¢in degil, multipl skleroz gibi demiyelinizan hastaliklarda
aksonal hasar, inflamasyon ve norodejeneratif siireclerin anlagilmalar1 ile yeni tedavi

hedeflerinin gelistirilmesi agisindan da kritik bir 6neme sahiptir (18, 30).

Depo kontrollii kalsiyum girisi (SOCE), hiicre i¢indeki endoplazmik retikulum
(ER) gibi kalsiyum depolar1 bosaldiginda devreye giren bir mekanizmadir. Bu
mekanizma, hiicrenin kalsiyum dengesini korumak icin hiicre disindan hiicre igine Ca**
girisini saglar (69). Oligodendrositlerde depo kapili kalsiyum girisi, ER kalsiyum
sensorleri Stromal Interaction Molecule (STIM) 1 ve 2 ile plazma membranindaki ORAI1
kanalinin etkilesimiyle yonetilir (70, 71). Bu mekanizma, OPC gelisimi ve miyelin kilifi
olusumu i¢in kritik olan yerel kalsiyum gegislerini (sCaLTs) diizenleyen temel unsurdur
(72, 73). MS patolojisinde ORAI1 aracili kalsiyum dengesinin bozulmasi, miyelinasyon
kapasitesini zayiflatmakta ve nodroinflamasyonu tetiklemektedir. Bu durum SOCE

yolaklarini stratejik birer terapotik hedef haline getirmektedir (70, 74).

2.4. TRP Kanallan

Transient Receptor Potential (TRP) kanallar1 hem MSS hem de PSS fizyolojisinde
ve patofizyolojisinde temel rollere sahip transmembran protein kompleksleridir. TRP
geninin ilk kesfi, Drosophila melanogaster tiirii sirke sineginin fotoreseptorlerinde, 151k
duyarliligr bozunmus bir mutantta yapilmistir. Bu mutant, parlak 1s1ga normal yerine
gecici (transient) bir yanit vermistir (75, 76). Memelilerde TRP kanallari, amino asit
dizilim benzerligine gore alt1 ana alt ailede simiflandirilmistir: TRPC (kanonik), TRPV
(vanilloid), TRPM (melastatin), TRPA (ankirin), TRPP (polikistin) ve TRPML

(mukolipin) (77, 78). Bu iyon kanallar1, kimyasal, mekanik ve termal uyarilarin yani sira
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pH, ozmolarite ve ¢esitli ligandlar, ikinci haberciler veya sinyal molekiilleri tarafindan
aktive edilen, secici olmayan katyon kanallaridir. Bu kanallar MS, Alzheimer hastaligi,
Huntington hastaligi, amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve epilepsi basta olmak {izere pek
cok norolojik bozuklukta patofizyolojik siireclerde yer aldiklar1 bilinmektedir (78).

2.4.1. TRPA1 Kanal

Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPAI1) kanali, TRP siiper ailesinin
ankyrin alt grubuna ait, zengin ankyrin tekrarlari igeren kovalent modiilasyonlara duyarlh
bir kation kanalidir (59, 79). TRPA proteini insanda ilk olarak fibroblastlarin onkojenik
transformasyonunu inceleyen bir arastirmada tespit edilmistir. Alt1 transmembran
katmanina sahip olup N terminal dalinda 18 ankirin proteini tekrarindan olugsmaktadir.
Insanda 8. kromozomundaki 8q13 bandinda eksprese edilmektedir (80). Drosophila’da 4
adet TRPA kanali olmasina ragmen memelilerde tek TRPA1 kanali bulunmaktadir (81).
TRPA1 Ca?", Na" ve K* katyonlarina gecirgen segici olmayan bir kanaldir (82). MSS’de,
dorsal kok gangliyonu, sa¢ folikiil hiicreleri, trigeminal ve nodoza gangliyonlar1 gibi
nosiseptorlerde ve mekanosensor stereosilya ile periferik sinirler gibi duyu
terminallerinde Ozellikle bulunurlar (83). Cevresel toksinler, oksidatif stres ve
inflamatuvar mediatorlerle aktive olabilen kanallardir. MSS glial hiicrelerde bulunan
TRPAT1’in, inflamasyon ve ndropatik agr siireclerinde etkili oldugu gdosterilmistir (84,
85). Di1s ortam irritanlarina kars1 inflamatuvar yanitta da “bekei” islevi gordiigii, ¢esitli
hiicrelerde redoks durumunu ve inflamasyonu diizenledigi bildirilmektedir (79). Bu
ozellikleriyle TRPA1, cevresel ve endojen stres sinyallerine karsi bir algilayici reseptor
islevi goriir. Normalde periferik sinir sistemi agr1 reseptorlerinde belirgin olan TRPA1’in
fizyolojik rolii, MSS’de daha az anlagilmigtir ancak artan kanitlar, TRPA1’in MSS’de
noronlarin yaninda glial hiicrelerde de (6zellikle oligodendrosit ve astrositlerde) ifade
edildigini ve gesitli hiicrelerde Ca** sinyallemesini etkileyebilecegini gdstermektedir (59,

79).

Yapilan ¢alismalar, TRPA1’in tiim beyin genelinde bulundugunu 6zellikle beyaz
cevher bolgelerinde daha yaygin sekilde ifade edildigini gostermistir. Corpus Callosum
boyunca siralanan oligodendrositlerde giiclii TRPA1 sinyali gézlenmistir. CC1 (olgun
oligodendrosit), NG2 (progenitdr) ve Olig2 gibi hiicresel belirteclerle yapilan cift
boyamalarda, Corpus Callosum’daki olgun oligodendrositlerin yaklasik %62’sinde, OPC

hiicrelerinin ise %64’tinde TRPA1 pozitif bulunmustur. Gri cevherde bu oran biraz daha
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diisiiktiir (yaklasik %43). Bunun yaninda beyaz cevherdeki astrositlerin de yaklasik iicte
biri TRPA1 pozitif olarak raporlanmistir (59). Bu veriler, TRPA1’in MSS’de néronlara
ek olarak oligodendrosit ve astrositlerde de yaygin sekilde eksprese oldugunu ve 6zellikle
oligodendrosit soyunda yogunlastigini gostermektedir. Ayrica tek hiicre diizeyinde
gerceklestirilen kalsiyum goriintiileme deneylerinde, spesifik TRPAT1 agonistleri (6rnegin
Carvacrol veya JT010) uygulandiginda Corpus Callosum’daki oligodendrositlerde hiicre
ici Ca®" konsantrasyonunun hizla arttign gdzlenmistir. Bu durum, TRPA1’in
oligodendrosit hiicre membraninda islevsel sekilde bulundugunu ve aktive edilebildigini

kanitlar (59, 60, 86).

Hipoksi/iskemi ve ndroinflamasyon sirasinda artan reaktif oksijen tiirleri, lipid
peroksidasyon iiriinleri ve elektrofiller, Ca** gegirgenligi bulunan TRPA1 kanalini aktive
edebilmektedir (87). TRPA1 aktivasyonu; Ca*" girisinin artmas1, mitokondriyal stres,
inflamatuvar yanit ve hiicre olimiiyle iliskili patolojik siire¢lerde rol oynamaktadir (87,
88). Hipoksi ile indiiklenen glioblastoma hiicre modelinde resveratrol uygulamasinin,
TRPAT1 kanal aktivasyonu ile iligkili oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, mitokondriyal
disfonksiyon ve kaspaz-3/-8/-9 diizeylerini azalttigl; glutatyon diizeyi ve glutatyon

peroksidaz aktivitesini ise artirdigi bildirilmistir (89).

2.4.2. TRPM4 Kanal

TRP siiper ailesine mensup sekiz iiyeden (TRPMI1-TRPMS8) olusan transient
reseptdr potansiyel melastatin (TRPM) kanallari, Ca®*, Na*, Mg?" ve Zn*' gecisini
diizenleyerek membran potansiyeli, iyon homeostazi ve metabolik sinyalizasyon
siireglerinde kritik rol oynarlar (90, 91). TRPM2’nin oksidatif stres, TRPM7’nin
magnezyum dengesi ve TRPMS’in termal algi iizerindeki spesifik fonksiyonlar1 hiicresel
denge i¢in esasken iskemi, inflamasyon veya toksinler gibi patolojik durumlarda bu
kanallarin asir1 aktivasyonu kontrolsiiz katyon girisine sebebiyet verir (91, 92). Meydana
gelen sitozolik kalsiyum yiliklemesi mitokondriyal disfonksiyonu, reaktif oksijen
tiirlerinin artigin1 ve kalsiyum bagimli hiicre oliimiinii tetikleyerek TRPM kanallarim
oksidatif hasar ve hiicresel dejenerasyon siireclerinde merkezi birer molekiiler regiilator

konumuna tasimaktadir (92, 93).

TRPM4, sodyum iyonlarina gecirgen, kalsiyumla aktive olan ve hiicre
depolarizasyonunu destekleyen bir nonselektif katyon kanalidir. TRPM4 sodyum
potasyum gibi yalmizca tek degerlikli katyonlara geg¢irgendir. Kalsiyum gibi iki degerlikli
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katyonlara ve anyonlara ise gecirgen degildir (94). Normal dokularda TRPM4 T lenfosit
ve mast hiicre aktivasyonunu diizenler. Bununla birlikte mast hiicrelerinin ve denritik
hiicre migrasyonunda rol alir. Enflamatuvar dokularda reaktif oksijen radikalleri iiretimi
ve vaskiiler endotelyal hiicre gégiinde TRPM4 rol alir. TRPM4 ekspresyonunun kanserli
hiicrelerin ¢ogalmas1 ve metastaz ile iliskili oldugu bilinmektedir (95). Ozellikle
inflamasyon sirasinda glial hiicrelerde ekspresyonu artan TRPM4, hiicresel stres
yanitlarini modiile etmektedir (96). Bu nedenle TRPM4 inhibitorlerinin noéroprotektif
etkilere sahip oldugu diisiintilmektedir (97, 98).

MSS’de TRPM4, néronlarda ve astrositlerde eksprese edilmektedir. Bunun
yaninda TRPM4 proteininin OPC ve olgun oligodendrositler dahil ¢esitli glial hiicrelerde
sitoplazmik ve membrandz diizeyde saptanmustir. Fizyolojik kosullarda diisiik
seviyelerde bulunan bu kanal, hipoksi, iskemi veya inflamasyon gibi patolojik
durumlarda dramatik bir sekilde yukari regiile olmaktadir. Ozellikle miyelin kilifi
olusturan oligodendrositler ve aksonal yapilar iizerindeki TRPM4 aktivitesi, enerji
metabolizmasinin bozuldugu durumlarda hiicre ici ATP seviyelerinin diismesiyle
yakindan iliskilidir. ATP seviyesindeki diisiis, kanali duyarli hale getirerek normalde
fizyolojik olan kalsiyum seviyelerinde bile kanalin agilmasina ve hiicre i¢ine asir1 sodyum

girisine neden olmaktadir (16, 54).

TRPM4’iin demyelinizan hastaliklar ve 6zellikle Multipl Skleroz (MS) ile iligkisi,
cogunlukla deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (EAE) modelleri iizerinden ayrintili
bicimde ortaya konmustur. Schattling ve ark. yaptig1 bir calismada hem EAE hem de
insan MS lezyonlarinda TRPM4’iin demiyelinize aksonlar iizerinde arttigin1 ve kanalin
aktivitesinin aksonal ve ndronal dejenerasyonu kolaylastirdigini gostermislerdir. Buna ek
olarak TRPM4’lin genetik silinmesi veya farmakolojik inhibisyonunun klinik skorlari,
aksonal hasar1 ve noronal kayb1 anlamli bigimde azalttigin1 bildirmislerdir (16). Bianchi
ve ark. ise Miyelin Oligodendrosit Glikoprotein (MOG) 3s-ss ile indiiklenen EAE
modelinde spinal kord dokusunda TRPM4 ekspresyonunun hastalik siddeti ile paralel
olarak arttigin1 ve glutamat aracili néronal dejenerasyon modelinde de kanal aktivitesinin
noronal hasara katkida bulundugunu gostermistir (17). Ote yandan yapilan giincel
calismalar EAE sirasinda SURI1-TRPM4 kompleks kanalinin mikroglia, endotelyal
hiicreler ve muhtemelen oligodendrosit soyunda yeni indiiklenen bir patolojik yolak

olarak ortaya ¢iktigini, bu kompleksin inhibisyonunun da inflamasyonu, kan-beyin
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bariyeri bozulmasini, 6demi ve klinik hastalik progresyonunu azalttigini gostermektedir

(99, 100).

Yakin zamanda yapilan ¢aligmalar, TRPM4'iin sadece aksonal hasarda degil, ayni
zamanda noroinflamasyonun diizenlenmesinde de etkili oldugunu ortaya koymustur.
Inflamatuar mediatdrlerin salinim1 ve kan-beyin bariyeri (KBB) biitiinliigiiniin bozulmas1
siireglerinde TRPM4 aktivasyonunun rol oynadig1 bilinmektedir. iskemik inme ve MS
benzeri lezyon modellerinde, TRPM4'lin inhibe edilmesinin, 6dem olusumunu azalttig1

ve norolojik fonksiyonlar1 korudugu gézlemlenmistir (97, 101).

Iskemi, hipoksi ve enerji yetmezligi durumlarinda iyon homeostazinin bozulmasi
Na* birikimi, membran depolarizasyonu, hiicresel sisme ve sitotoksik 6dem gelisimiyle
iliskilidir. TRPM4/SUR1 kompleksi, Ca*" ile aktive olan ancak baslica monovalent
katyon gegcirgenligi gosteren bir kanal kompleksi olarak iskemik/reperfiizyon hasarinda
Na* girisini, kan-beyin bariyeri bozulmasini ve sekonder doku hasarini artirabilmektedir
(98, 102). Deneysel inme modelinde TRPM4’e 6zgii bloke edici antikor uygulamasinin
reperfiizyon hasarini azaltti§i ve fonksiyonel iyilesmeyi destekledigi bildirilmistir (98).
Ayrica oksijen-glukoz yoksunlugu/reoksijenasyon uygulanan insan beyin mikrovaskiiler
endotel hiicrelerinde resveratrol uygulamasinin SUR1-TRPM4 ekspresyonunu modiile

ettigi gosterilmistir (103).

2.5. Kir4.1 Kanah

Ice dogrultucu potasyum kanallar1 (Inwardly Rectifying Potassium Channels-
Kir), hiicre zarinin elektriksel eksitabilitesinin diizenlenmesinde ve K™ homeostazinin
saglanmasinda kritik rol oynayan bir iyon kanali ailesidir. Bu ailenin 6nemli bir iiyesi
olan Kir4.1, KCNJ10 geni tarafindan kodlanan ve 6zellikle glial hiicrelerde (astrositler ve
oligodendrositler) yogun olarak eksprese edilen ATP-duyarli bir potasyum kanalidir.
Kir4.1 kanallari, diger potasyum kanallarindan farkli olarak, potasyum iyonlarmin hiicre
disina ¢ikisindan ziyade hiicre i¢ine girisini (ige dogrultucu 6zellik) daha kolaylastirsa da
fizyolojik membran potansiyellerinde disa dogru kiigiik bir K* akim1 olusturarak hiicrenin
negatif dinlenim membran potansiyelini (RMP) belirlemede anahtar bir gorev istlenir

(104).

MSS’de Kird.1, esas olarak astrositlerin damar g¢evresindeki ayakgiklarinda
(endfeet) ve oligodendrositlerin hiicre govdeleri ile miyelin kiliflarinda lokalize olmustur.

Bu kanalin temel islevi, noronal aktivite sirasinda hiicre dis1 alana salinan fazla
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potasyumun glial hiicreler tarafindan geri alinarak uzaklastirilmas: siirecidir. Bu
mekanizma "potasyumun uzamsal tamponlanmasi1" (spatial potassium buffering) olarak
adlandirilir. Kir4.1 araciligiyla glial hiicrelere alinan K™ gap junctionlar araciligiyla
dagitilarak hiicre dis1 potasyum konsantrasyonunun toksik diizeylere ulasmasi engellenir.
Bu siireg, noronlarin asir1 uyarilmasini (hipereksitabilite) onlemek ve sinyal iletiminin

stirekliligini saglamak i¢in elzemdir (105, 106).

Oligodendrositler 6zelinde Kir4.1, miyelinizasyon siireci ve aksonal biitiinliik i¢in
hayati 6neme sahiptir. OPC farklilasmas1 ve miyelin iiretimi sirasinda, hiicre zarinin
hiperpolarize durumda kalmasi gerekmektedir ve bu durum biiyiik olgiide Kir4.1
aktivitesi ile saglanir. Ayrica, miyelinli aksonlarda aksiyon potansiyeli iletimi sirasinda
Ranvier diigiimlerinden periaksonal bosluga salinan K" iyonlarinin, igteki "ad-aksonal"
oligodendrosit zar1 lizerinden temizlenmesinde Kir4.1 kanallar1 gorev alir. Bu kanallarin
islevsizligi veya kaybi, periaksonal alanda potasyum birikimine, aksonal depolarizasyona

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

MS patogenezinde Kir4.1 kanalinin rolii son yillarda yogun bir arastirma konusu
haline gelmistir. Yapilan ¢alismalar hem deneysel EAE modellerinde hem de insan MS
lezyonlarinda, normal goriiniimlii beyaz cevherde dahi glial Kir4.1 ekspresyonunun
belirgin sekilde azaldigini gostermistir. Kanalin bu kaybi, potasyum tamponlama
kapasitesini diisiirerek glutamat toksisitesini artirmakta ve mitokondriyal disfonksiyonu
tetiklemektedir. Ayrica, bazi MS hastalarinin serumlarinda Kir4.1'e karsi 6zgiil
otoantikorlarin (anti-Kir4.1) saptanmasi, bu kanalin MS'te bir otoimmiin hedef

olabilecegi hipotezini giiclendirmistir (52, 53).

Iskemi ve enerji yetmezligi durumlarinda ATP seviyelerinin diismesi, Kir4.1
fonksiyonlarini dogrudan etkileyerek hiicre dist K* birikimine ve sitotoksik 6deme
katkida bulunur. Bu baglamda, Resveratrol gibi noéroprotektif —ajanlarin,
oligodendrositlerdeki Kir4.1 ekspresyonunu veya aktivitesini koruyarak miyelin hasarim
ve aksonal kaybi1 6nleme potansiyeli, molekiiler tedavi stratejileri acisindan giiglii bir

rasyonel temel olusturmaktadir (107).

2.6. Multipl Sklerozun Deneysel Modelleri ve Iskemik Hasar Yaklasim

MS, merkezi MSS’de demiyelinizasyon, aksonal hasar ve norodejenerasyon ile
karakterize kronik inflamatuvar bir hastaliktir. Hastaligin patofizyolojisi bagisiklik

sistemi aracili inflamasyonun yani sira metabolik stres, oksidatif hasar ve iyon
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homeostazindaki bozulmalarin birlikte rol aldig1 ¢ok boyutlu bir siirectir. Bu nedenle
MS’in molekiiler ve hiicresel mekanizmalarin1 incelemek amaciyla farkli deneysel
modeller gelistirilmistir. Deneysel MS modelleri genel olarak otoimmiin/inflamatuvar
modeller, toksik demiyelinizasyon modelleri ve iskemik-hipoksik hasar modelleri olarak
siiflandirilmaktadir (108, 109). Literatiirde en yaygin kullanilan model olan Deneysel
Otoimmiin Ensefalomiyelit (EAE), hastaligin daha ¢ok immiinolojik ve inflamatuvar
yonlerini taklit ederken; kuprizon ve lizolesitin gibi kimyasal modeller miyelin kayb1 ve
remiyelinizasyon siire¢lerini incelemek i¢in tercih edilmektedir. Ancak MS lezyonlarinin
gelisiminde sadece immiin hiicre infiltrasyonu degil, ayn1 zamanda doku diizeyinde
meydana gelen metabolik yetersizlikler ve vaskiiler degisiklikler de kritik rol

oynamaktadir (110).

EAE modeli, MS arastirmalarinda en yaygin kullanilan modeldir ve 6zellikle T-
hiicre aracili inflamatuvar siireglerin incelenmesinde 6nemli bilgiler saglamistir. Bununla
birlikte EAE modeli, oligodendrosit fonksiyonlar1 ve iyon kanal aktivitesi gibi hiicresel
elektrofizyolojik mekanizmalarin dogrudan incelenmesi acisindan sinirli kalabilmektedir
(40). Bu durum, demiyelinizasyonun metabolik ve hiicresel bilesenlerini daha iyi yansitan

alternatif deneysel yaklagimlara olan gereksinimi artirmigtir.

Toksik demiyelinizasyon modelleri arasinda en sik kullanilan yaklagimlar
cuprizone ve lizolesitin (LPC) modelleridir. Cuprizone modeli, oligodendrosit
metabolizmasinin bozulmasi yoluyla yaygin demiyelinizasyon olustururken; LPC modeli
lokal miyelin hasar1 ve remiyelinizasyon siireglerinin incelenmesine olanak
saglamaktadir (111, 112). Bu modeller miyelin biyolojisinin anlagilmasima onemli
katkilar sunmakla birlikte, iyon kanal degisikliklerinin arastirilmasi agisindan sinirlt

kalabilmektedir.

MS patofizyolojisinde son yillarda 6ne ¢ikan kavramlardan biri “virtual hypoxia”
olarak tanimlanan sanal hipoksi durumudur. Demiyelinizasyon sirasinda artan enerji
gereksinimi, mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres oligodendrositleri hipoksik
hasara kars1 daha duyarli hale getirmektedir. Bu siiregte iyon homeostazinin bozulmasi
ve membran potansiyelindeki degisiklikler hiicresel hasar mekanizmalarina katkida

bulunabilmektedir (Sekil 2.3.) (40).
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Sekil 2.3. Oksijen-Glukoz Yoksunlugi (OGD) sonucu olusan sanal hipoksi sonucu

gelisen patofizyolojik mekanizmalar ve demiyelinazyon olugumu.

Bu baglamda gelistirilen iskemik-hipoksik beyin dilimi modelleri, oligodendrosit
fizyolojisinin kontrollii deneysel kosullarda incelenmesine olanak saglamaktadir.
Organotipik beyin dilimlerinde olusturulan oksijen-glukoz yoksunlugu (oxygen-glucose
deprivation OGD) modeli, demiyelinizasyon ve oligodendrosit hasarinin hiicresel
mekanizmalarinin arastirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu model, iyon kanal
aktivasyonu, oksidatif stres ve membran potansiyeli degisimlerinin elektrofizyolojik

yontemlerle dogrudan 6l¢iilmesini miimkiin kilmaktadir (113, 114).

2.7. Resveratrol ve Farmakolojik Etkileri

Resveratrol (3.5,4'-trihidroksistilben) (Sekil 2.4.), polifenolik yapida dogal bir
fitoaleksin olup, ilizim kabugu, yaban mersini ve fistik gibi bitkilerde biyotik veya
abiyotik stres faktorlerine (mantar enfeksiyonlari, UV 1sm1 vb.) yanit olarak
sentezlenmektedir. Farmakolojik acidan en belirgin 6zelligi hem hidrofilik hem de
lipofilik karakter tasimasi sayesinde KBB’yi etkin bir sekilde gecebilmesi ve bdylece
MSS’de terapotik konsantrasyonlara ulasabilmesidir. Resveratrol’iin noroprotektif etki
mekanizmasinin merkezinde, hiicresel enerji metabolizmasini, mitokondriyal biyogenezi
ve stres direncini diizenleyen NAD+ bagimli bir sinif III histon deasetilaz olan Sirtuin 1
(SIRT1) enzimini giiclii bir sekilde aktive etmesi yer alir. SIRT1 aktivasyonu, PGC-1a

(Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptdr gama koaktivator 1-alfa) yolagini
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uyararak mitokondriyal fonksiyonlar iyilestirir. Boylece ROS {iiretimini baskilar. Ayrica,
pro-inflamatuar transkripsiyon faktorii NF-kB’nin asetilasyonunu engelleyerek

noroinflamasyonu gen diizeyinde durdurur (115-118).

OH

HO /
OH

Sekil 2.4. Resveratroliin Kimyasal Yapis1 (119).

2.7.1. Resveratrol ve Multipl Skleroz

MS gibi ndrodejeneratif ve demiyelinizan hastaliklarda Resveratrol'iin terapotik
potansiyeli, antiinflamatuar ve antioksidan Ozelliklerinin sinerjistik  etkisine
dayanmaktadir. EAE modellerinde yapilan kapsamli ¢alismalar, Resveratrol tedavisinin
T-hiicre proliferasyonunu baskiladigini, patojenik Th17 hiicre yanitini azalttigini ve anti-
inflamatuar sitokinlerin (IL-10 gibi) tiretimini artirdigini gostermistir. Daha da 6nemlisi,
Resveratrol'iin beyin parankimindeki yerlesik immiin hiicreler olan mikroglialar1 "M1"
(pro-inflamatuar/toksik) fenotipinden "M2" (onarici/koruyucu) fenotipine doniistiirdiigii
kanitlanmistir. Bu fenotipik degisim, OPC hayatta kalmasi ve hasarli bolgelere goc
ederek remiyelinizasyonu baslatmasi i¢in elzem olan uygun mikrogevreyi yaratir.
Resveratrol ayrica, KBB biitiinliigiinii koruyarak periferik immiin hiicrelerin MSS'ye

sizmasini engeller ve boylece yeni plak olusumunun 6niine geger (10, 11, 120).

Oligodendrositler, miyelin sentezi i¢in gereken yiiksek metabolik hiz ve diisiik
antioksidan kapasiteleri (diisiik glutatyon seviyeleri) nedeniyle oksidatif strese ve
eksitotoksisiteye karst MSS'deki en savunmasiz hiicrelerdir. Iskemik hasar ile MS
patolojisinde ekstraseliiler glutamat artisi ve serbest radikaller apoptozu tetikler.
Resveratrol, serbest radikal siipiiriicii olarak gorev yapmasinin yan1 sira SOD, katalaz ve
GPx gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonunu artirarak oligodendrositleri korur. Ex

vivo Lizofosfatidilkolin (LPC) ile indiklenmis demiyelinizasyon modellerinde
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mitokondriyal membran potansiyelini koruyarak oligodendrosit kaybini 6nler ve miyelin

tamirini hizlandirir (10, 121, 122).

2.7.2. Resveratrol ve Oligodendrosit iyon Kanallari

Oligodendrositler, aksiyon potansiyeli iletimi ve aksonal homeostaz i¢in gerekli
olan karmasik bir iyon kanali ¢esitliligine sahiptir. Iskemik hasar ve MS patogenezinde
bu kanallarin disfonksiyonu, hiicre i¢i iyon dengesizligine ve sonugta hiicre 6liimiine yol
acar. Resveratrol, iyon kanallarin1 dogrudan modiile ederek veya kanallarin ekspresyon

diizeylerini degistirerek bu patolojik siirece miidahale edebilmektedir (10, 32).

Resveratrol'iin noroprotektif etkilerinde rol oynayan en kritik ve yeni kesfedilen
mekanizmalardan biri, TRP iyon kanallar {izerindeki modiilatdr etkisidir. Ozellikle
oksidatif stres sensorii olarak calisan TRPA1 kanali, oligodendrositlerde patolojik
kalsiyum ytiklenmesine neden olan ana kapilardan biridir. Elektrofizyolojik ve molekiiler
caligmalar, Resveratrol'iin TRPA1 kanallar iizerinde dogrudan ve giiclii bir inhibitor
etkiye sahip oldugunu kanitlamistir. Resveratrol, TRPA1 kanalin1 bloke ederek hiicre
icine asir1 kalsiyum girisini durdurur, mitokondriyal kalsiyum yiikiinii azaltir ve
kalsiyuma bagli proteazlarin (kalpainler) aktivasyonunu engelleyerek miyelin yikimini
onler. Bu mekanizma, Resveratrol'iin sadece bir antioksidan degil, ayn1 zamanda spesifik

bir "kanal modiilatorii" oldugunu gostermektedir (123, 124).

Ice dogrultulu potasyum kanali olan Kird.1 (KCNIJ10), oligodendrositlerde
potasyum homeostaz1 ve dinlenim membran potansiyelinin korunmasi i¢in hayati 6nem
tasir. MS lezyonlarinda Kir4.1 ekspresyonunun azaldigi ve bunun da aksonal
dejenerasyonla iligkili oldugu bilinmektedir (7). Resveratroliin glial hiicrelerde
proinflamatuvar aktivasyonu baskilayabildigi ve oksidatif/inflamatuvar yaniti
azaltabildigi bildirilmistir. Bunun yaninda Kir4.1 gibi oligodendrosit kaynaklh
homeostatik kanallarin ise aksonal fonksiyon ve biitlinliiglin siirdiiriilmesinde kritik rol
oynadig1 gosterilmistir. Bu nedenle resveratroliin, inflamasyon aracili glial disfonksiyonu
azaltarak oligodendrosit-akson etkilesiminin korunmasima katki saglayabilecegi

ngoriilebilir (7, 125, 126).

Transient Receptor Potential Melastatin 4 (TRPM4), iskemik hasar sonrasi
oligodendrositlerde ve diger sinir sistemi hiicrelerinde yukari regiile olan, kalsiyum ile
aktive edilen non-selektif bir katyon kanalidir. TRPM4 aktivasyonu, hiicre i¢i sodyum

birikimine, ardindan ozmotik sismeye ve hiicresel onkoza (sitotoksik ddem) yol agar.
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Calismalar, resveratroliin iskemik modellerde SURI-TRPM4 kanal kompleksinin
ekspresyonunu baskiladigini ve bu sayede serebral 6dem ile doku hasarini azalttigin

gostermektedir (127).

Resveratrol, SIRTI/AMPK yolag1 iizerinden ATP sentezini siirdiirerek
TRPM4'iin duyarli oldugu ATP seviyesini korur ve bu "6liim kanalinin" kapali kalmasina
yardimec1 olur. Ayrica, TRPM4 aktivasyonu igin gereken hiicre ici Ca®" artisi,
Resveratrol'iin TRPA1 blokaji sayesinde engellendigi i¢cin, TRPM4 aktivitesi dolayl
yoldan da baskilanmis olur (123, 128). Ote yandan, MS ve iskemide ekspresyonu azalan
Kir4.1 kanallart i¢in Resveratrol, inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1B) bu kanali
baskilayici etkisini ortadan kaldirir. Kir4.1 kanalinin membrandaki varliginin korunmast,
potasyum tamponlamasinin devam etmesini saglar ve glutamat eksitotoksisitesine karsi

oligodendrositleri direngli hale getirir (129, 130).

2.8. Patch-Clamp Yontemi

Patch-clamp teknigi, hiicre membrani boyunca gegen iyon akimlarini ve membran
potansiyelini yliksek zaman ve amplitiid ¢oziiniirliigli ile kaydetmeye olanak taniyan
standart bir elektrofizyolojik yaklagimdir. Yontemin temelleri, Neher ve Sakmann’in tek
iyon kanali diizeyinde ilk dogrudan kayitlar1 gerceklestirmesiyle atilmis, daha sonra
Hamill ve arkadaslarinin One siirdligi standart konfigiirasyonlar (whole-cell,
cell-attached, inside-out, outside-out vb.) ile bugiin kullandigimiz klasik bi¢imini
kazanmistir (131, 132). Gliniimiizde patch-clamp, hem tek kanal diizeyinde hem de tiim
hiicre diizeyinde iyon kanali fonksiyonlarinin, aktivasyon-inaktivasyon kinetiginin ve
farmakolojik modiilasyonun incelenmesinde giivenilirlik ve dogruluk agisindan en

yaygin ve etkili yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir (133, 134).

Patch-clamp tekniginin temelinde, elektrolit ile doldurulmus ince uglu bir cam
mikropipetin hiicre membranina yaklastirilmas1 ve pipet ucu ile membran arasinda
yiiksek direngli bir temas bolgesi, yani gigaseal, olusturulmasi yatar. Bu yiiksek direngli
baglanti, dlgiilen elektriksel sinyalin biiytik dlciide pipetin kapladigi membran alanindan
kaynaklanmasin1 saglayarak diisiik giiriiltiilii ve yiiksek dogrulukta akim kayitlarina
imkan tanir. Patch-clamp sistemi, tipik olarak bir mikropipet, headstage, diistik gtirtiltiilii
amplifikator, mikromanipiilator, mikroskop, veri toplama iinitesi ve kayit yazilimimdan

olusur. Bununla birlikte elektromanyetik girisimleri azaltmak ve mekanik titresimi
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minimize etmek amaciyla Faraday kafesi ve titresime dayali izole masa kullanilmasi da

oOnerilir (132-134).

Patch-clamp kayitlar1 temel olarak voltage-clamp ve current-clamp olmak {izere
iki ana modda gergeklestirilir. Voltage-clamp modunda membran potansiyeli aragtirmact
tarafindan sabit bir degerde tutulur ve bu potansiyeli korumak i¢in gereken akim Slgiilerek
iyon kanali akimlariin kinetigi, genligi ve voltaj bagimlilig1 nicel olarak degerlendirilir.
Current-clamp modunda ise hiicreye belirli miktarda akim uygulanir ve buna karsilik
gelisen membran potansiyeli degisiklikleri kaydedilir. Bu yaklasim istirahat membran
potansiyeli, aksiyon potansiyeli olusturma kapasitesi ve hiicresel eksitabilitenin

analizinde ozellikle yaygin olarak kullanilir (133, 134).

Klasik patch-clamp tekniginde en sik kullanilan kayit konfigiirasyonlari,
cell-attached, whole-cell, inside-out ve outside-out seklinde siniflandirilmaktadir. (Sekil
2.5.) Cell-attached konfigiirasyonunda membran biitlinliigli korunur ve tek iyon
kanallarinin aktivitesi dogal hiicresel ortaminda kayit altina alinabilir. Whole-cell
konfigiirasyonunda pipet ucu ile temas eden membran bolgesi kontrollii olarak kirilarak
pipet icerigi ile sitoplazma arasinda bir elektriksel devamlilik saglanir; bu sayede tim
hiicre diizeyindeki iyon akimlari dl¢iilebilir. Inside-out ve outside-out konfigiirasyonlari
ise kanalin sitoplazmik veya ekstraseliiler yilizeyine dogrudan erisim sagladigindan, kanal
farmakolojisi, ligand baglanmasi ve biyofiziksel 6zelliklerin ayrintili incelenmesinde

ozellikle degerlidir (132, 133).
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Sekil 2.5. Patch-clamp yonteminde kullanilan kayit tiirleri (135).

Whole-cell konfiglirasyonun en 6nemli sinirliliklarindan biri, zamanla hiicre
igeriginin pipet ¢ozeltisi ile yer degistirmesi, yani intracellular dializinin gelismesidir. Bu
sorunu azaltmak amaciyla gelistirilen perforated-patch yaklasiminda, membran tamamen
kirilmadan 6nce pipet ¢ozeltisine eklenen por olusturan ajanlar aracilifiyla elektriksel
erisim saglanir. Bu yontemde en sik kullanilan ajanlar nystatin, amphotericin B ve
gramicidin olup, 6zellikle gramicidin-perforated patch teknigi hiicre i¢i kloriir derigimini
ve kloriir dengesini daha iyi korudugu i¢in GABAerjik ve kloriir-bagimli iletimin

incelendigi deneysel tasarimlarda belirgin avantaj sunar (136, 137).

Patch-clamp deneylerinde kullanilan materyaller kayit kalitesini dogrudan etkiler.
Kayit pipetleri genellikle borosilikat cam kapillerlerden hazirlanir ve deneysel amaca
gore uygun ug cap1 ve direng degerine getirilir. Pipetler tipik olarak bir pipet cekici ile
sekillendirilir ve bazi uygulamalarda ug¢ stabilitesini ve gigaseal kalitesini artirmak
amaciyla fire-polish islemine tabi tutulabilir. Pipet ve banyo elektrotlarinda yaygin olarak
Ag/AgCl elektrotlar kullanilir. Bu elektrotlar diisiik elektrot-¢cozelti arayiiz direnci ve
diisiik giiriiltii diizeyi nedeniyle 6zellikle elektrofizyolojik dl¢iimlerde tercih edilir. I¢ ve
dis ¢ozeltilerin iyonik bilesimi ise hedef hiicre tipi, incelenen iyon kanali, secilen kayit

modu (voltage-clamp veya current-clamp) ve deneysel hipoteze gore dikkatli sekilde
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hazirlanir. Ayrica deney boyunca ¢ozelti degisimini saglamak i¢in bir perfiizyon sistemi,
hiicreye kontrollii yaklagim i¢in mikromanipiilator ve optik gézlemi desteklemek tizere
uygun bliyiitme kapasitesine sahip bir mikroskop sistemin standart bir parcasi olarak

kullanilmas1 gerekir (132-134).

Kayitlarin giivenilir bicimde yorumlanabilmesi igin seri direng (series resistance),
erisim direnci (access resistance), membran kapasitansi, sizint1 (leak) akimi ve temel ¢izgi
giiriiltiisii gibi teknik parametrelerin dikkatli ve siirekli izlenmesi gereklidir. Ozellikle
whole-cell voltage-clamp kayitlarinda seri direng hatalari, hizli ve biyiik genlikli
akimlarin gercekte oldugundan daha kiigiik veya daha yavas kaydedilmesine yol
acabileceginden, amplifikatoriin seri direng kompanzasyon ayarlarinin uygun ve tutarl
sekilde yapilmasi biiyiik 6nem tasir. Bu nedenle yiiksek kaliteli patch-clamp deneyi i¢in
stabilize gigaseal olusumu, diisiik glriltiilii ve iyi topraklanmis elektriksel ortam ile
deney siiresince nispeten sabit tutulan erisim direnci, temel 6l¢iim kriterleri olarak kabul

edilmektedir (134).

Son yillarda patch-clamp teknigi yalnizca klasik manuel uygulamalarla sinirli
kalmamig, ayn1 zamanda otomatik ve yiiksek verimli (high-throughput) sistemlerin
gelistirilmesiyle farmakolojik kanal tarama ve c¢oklu hiicre analizi ¢alismalarinda da
yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Otomatik patch-clamp sistemleri, 6zellikle
ilag kesfinde biiylik sayida bilesigin iyon kanali modiilasyon potansiyelinin hizli ve
standartlastirilmis sekilde sitnanmasinda 6nemli avantajlar sunmaktadir. Bununla birlikte,
hiicre se¢imi, deneysel kontrol esnekligi ve biyofiziksel ayrintilarin yiiksek ¢oziintirliikte
incelenmesi acgisindan manuel patch-clamp yaklagimi, hald temel biyofizik ve
norofizyoloji arastirmalarinda altin standart yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir
(138). Bu yoniiyle patch-clamp teknigi, iyon kanal1 biyofiziginin, hiicresel eksitabilitenin
ve patofizyolojik siireclerin detayli analiz edildigi deneysel caligmalarda merkezi ve

vazgecilmez bir konuma sahiptir.
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3.1 Materyal

3. MATERYAL VE METOT

3.1.1. Kullanilan Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasallarin ve antikorlarin tamami molekiiler biyolojik

deney ve analizleri i¢in uygundur (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Deney sirasinda kullanilan kimyasallarin listesi.

Kimyasal Uretici Kimyasal Uretici
NaCl Sigma Potasyum glukonat Sigma
KCl1 Sigma HEPES Sigma
NaH:PO: Sigma EGTA Sigma
NaHCO; Sigma Fosfokreatinin (tris tuzu) Sigma
MgCl2 Sigma ATP (Na tuzu) Sigma
CaClz Sigma GTP (tris tuzu) Sigma
Glukoz Sigma KOH Sigma
Siikroz Sigma Aldrich Triton X-100 Thermo Fischer
Iyodoasetat Merck DAPI Sigma
Santa Cruz SC .
Rotenon 203242 PBS BioShop
DMSO Sigma Primer antikor (Kaspaz-3) Santa Cruz SC-
65497
. . . . Genetex
Polygodial MedChem Primer antikor (Olig2) GTX132732
BaCl. Sigma Primer antikor (Kir4.1) Affinity DF9260
9-fenantrol MedChem Primer antikor (TRPM4)  Biorbyt orb668516
Med Chem Express . .
Resveratrol HY-16561 Primer antikor (Bcl-2) Santa Cruz SC-7382
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Kimyasal Uretici Kimyasal Uretici
Paraformaldehit (PFA) Sigma Primer antikor (BAX) Santa Cruz SC-7480
Normal ke¢i serumu Biorbyt orb2652767 Primer antil;())r (Caspase- Santa Cruz SC-7148
Protein ekstraksiyon kiti GeneAll Sekondiroi?ltlié(;r (HRP- Biorbyt orb2302686
Proteaz inhibitor 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-HCI Sigma £S- iiﬁisl;ig:l?esans Thermo Fischer
SDS Sigma Yagsiz siit tozu Cistron
Amony(lgnf)g)e gt Sigma Tween-20 Sigma
TEMED Panreac Applichem TBST tamponu Sigma
izopropil alkol Sigma Aldrich PVDF membran Bio-Rad
Asetik asit Sigma Aldrich Cryomatrix Epredia

3.1.2. Kullamilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin ve laboratuvar aletlerinin tamami molekiiler

biyolojik deney ve analizleri i¢in uygun kalibrasyondadir (Tablo 3.2.).
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Tablo 3.2. Deney sirasinda kullanilan cihazlarin ve laboratuvar aletlerinin gosterimi.

Cihazlar

Markalan

Patch-clamp amplifikatorii

Veri toplama yazilimi

Mikropipet ¢cekme cihazi
Mikromanipiilator

Mikroskop (patch-clamp diizenegi)
Vibratom

Kriyostat

Konfokal mikroskop

Konfokal goriintii analiz yazilimi
Protein konsantrasyon 6l¢iim cihazi
Homojenizator

Santrifiij

SDS-PAGE elektroforez sistemi
Elektroforez gii¢ kaynagi
Membran transfer sistemi

Western blot goriintiileme sistemi
Densitometri analiz yazilimi
Istatistiksel analiz ve grafik yazilimi
pH metre

Manyetik karigtirict

Hassas terazi

Otomatik pipet seti

Buzdolab1 / derin dondurucu (—80°C)

S1v1 azot tanki

Oksijen tiipii

Axopatch 200B (Axon Instruments, USA)

pClamp 10.4 (Axon Instruments, USA)
Sutter Instrument Co., USA
Axon Instruments, USA

Zeiss, Almanya

Leica VT 1000S (Almanya)
Leica CM 1520

Leica (lazer taramalr)

Leica

DeNovix DS-11

Heidolph

Hettich

Bio-Rad Mini-PROTEAN
Bio-Rad PowerPac Basic
Thermo Scientific Pierce Power Blotter
DeNovix DS-11

GeneSys

GraphPad Prism v10.3.1

Hanna HI 221

DLab MS-H380 Pro/ Yellow line
Denver Instrument

Eppendorf

Vestel

Kogerler Gaz

Kogerler Gaz
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3.2. Metot

3.2.1. Etik Kurul Onay1 ve Deney Hayvanlarinin Barindirilmasi

Bu ¢alisma, Gaziantep Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Karar
No: 2024/10, Tarih: 08.02.2024) ve Inénii Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (Karar No: 2025/13-13, Tarih: 17.09.2025) tarafindan onaylanmis protokollere
gore gerceklestirildi. Calismada 10-17 giinliik, toplam 80 adet erkek Balb-c cinsi fare
kullanildi. Deney hayvanlar1 Gaziantep Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi ile Indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edildi. Elektrofizyolojik kayitlar ve konfokal goriintiilemeler
Gaziantep Universitesinde, Western blot c¢alismalar1 ise Indnii Universitesinde
gerceklestirildi. Fareler, deney siirecine kadar 22+2°C oda sicakliginda, optimum nem
kosullarinda ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisiiniin saglandigi standart
laboratuvar kafeslerinde barindirildi. Hayvanlarin yem ve su tiiketimi ad libitum olarak

saglandi.

3.2.2. Doku Hazirhig ve Iskemik Miyelin Hasar1 (OGD) Modelinin

Olusturulmasi

Deneyde fareler, etik kurul izinlerinde belirtildigi sekilde herhangi bir anestezik
ajan kullanilmaksizin servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edildi. Bu yontem, uygun
kosullarda ve yetkin uygulayicilarca yapildiginda kemirgenler ig¢in kabul edilebilir
fiziksel 6tanazi yontemleri arasinda tanimlanmaktadir (139). Kafatasi hizla agilarak beyin
dokular biitiin halinde ¢ikarildi ve buz akiisii iizerinde sogutulmus, oksijenize (95% O2,
5% CQO?2) yapay beyin omurilik sivis1 (aCSF) i¢erisine alindi. Kullanilan bu yapay beyin
omurilik sivist (aCSF) 124 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 1 mM NaH2POs, 26 mM NaHCOs,
2 mM MgClz, 2.5 mM CaCl: ve 10 mM glukozdan olusacak sekilde hazirland1 ve pH 7.4
olacak sekilde ayarlandi (14). Soliisyon igerisinde iken oligodendrositlerin yogun
bulundugu Corpus Callosum 'un en kalin oldugu bélgenin alinmasi i¢in koronal diizlemde
on 1/3’lik ve arka 1/3’lik kistm ayrildi. Geriye kalan orta 1/3’liik kisim vibratom
cihazina (Leica VT 1000S, Almanya) yerlestirilerek koronal diizlemde 225 pm
kalinliginda beyin kesitleri elde edildi (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2.) (140, 141).
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Sekil 3.1. Hiicre dis1 soliisyonlarin hazirlanmasi ve beyin dilimlerinin elde edilmesi.
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Sekil 3.2. Kullanilan beyin kesitlerinin alindig1 bolge.

Olusturulan kesitler rastgele dort ana gruba ayrildi: Kontrol, Resveratrol, Oksijen-
Glukoz Yoksunlugu (OGD) grubu ve OGD + Resveratrol grubu. Kontrol grubundaki
dilimler normoksik kosullarda standart aCSF igerisinde tutulurken, yalniz resveratrol
grubundaki dilimler ayni kosullarda 50 uM resveratrol ile inkiibe edildi. OGD grubunda
iskemik miyelin hasar1 olusturulurken, OGD + Resveratrol grubunda ayni iskemik
kosullara ek olarak 50 pM resveratrol uygulandi. Resveratrol uygulama dozu,
OGD/iskemiye dayali noral doku ve hiicre modellerinde daha 6nce kullanilarak koruyucu
etki gosterdigi bildirilen deneysel calismalar dikkate alinarak belirlendi (142, 143).
Elektrofizyolojik inceleme icin her dilimden bir hiicre secilerek kayit alindi. Ayn1 deney
grubuna ait paralel dilimler ise konfokal ve western blot analizlerinde kullanildi. Iskemik
miyelin hasar1 olusturmak amaciyla oksijen-glukoz yoksunlugu (Oxygen-Glucose
Deprivation, OGD) modeli uygulandi. Bu modelde, fizyolojik aCSF yerine iskemik
miyelin hasar1 olusturmak amaciyla iskemiyi taklit eden oksijen-glukoz yoksunlugu
yaklasimi esas alind1. Bu kapsamda OGD soliisyonunda fizyolojik aCSF den farkli olarak
oksijen nitrojen ile, glukoz ise osmolaritenin korunmasi amaciyla 7 mM siikroz ile
degistirildi. Ayrica enerji metabolizmasini1 daha etkin bicimde baskilamak i¢in glikolizi
inhibe eden 2 mM iyodoasetat su i¢inde ¢ozilindiiriilerek, mitokondriyal elektron tasima
zinciri kompleks I inhibitorii olan rotenon ise 1 pM olacak sekilde DMSO igerisinde
¢oziilerek soliisyona eklendi (14). Iskemi grubundaki dokular, literatiirde beyaz cevher

ve oligodendrosit hasar1 olusturmak i¢in kullanilan OGD protokolleri temel alinarak,
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iskemik kosullar1 taklit etmek amaciyla bu soliisyon igerisinde 20 dakika siireyle inkiibe

edildi (144) (Sekil 3.3.).

[ Balb-c Fareler 10-17 GUnlUk |

!

l Servikal Dislokasyon

l

Beyin izolasyonu

Vibratom: 225 pm
Koronal Kesitler

!

!

|

!

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Kontrol Resveratrol OGD - iskemi OGD + Resveratrol
Normal aCSF Normal aCSF + ‘?O dikt N2 Gazi + OGD Solilsyonu +
50 M Resveratrol bzt L L 50 uM Resveratrol
+ Rotenon

I |
!

[ iskemik Hasar Modeli ]

Patch-Clamp Kayitlan ve
Western Blot Analizleri

Sekil 3.3. Alinan beyin dokularina yapilan islemler.

3.2.3. Elektrofizyolojik Kayitlar

Elektrofizyolojik verilerin elde edilmesi asamasi Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizyoloji Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Tiim kayitlar, koronal beyin
kesitlerindeki oligodendrosit hiicrelerinden Axopatch 200B amlifikatorii ile tiim-hiicre
(whole-cell) patch-clamp teknigi kullanilarak alindi. Oligodendrositlere yonelik whole-

cell kayitlarinin akut beyin dilimlerinde gergeklestirilmesi, hiicrenin dogal doku mimarisi
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icerisindeki iyon kanal 6zelliklerinin degerlendirilmesi agisindan uygun bir deneysel
yaklasim olarak kabul edilmektedir (140). Borosilikat cam kapiller borulardan g¢ekilen
mikropipetler hiicre zarina yapistirildi (gigaseal olusturuldu). Daha sonra negatif basing
ile hiicre zar1 perfore edilerek tiim-hiicre (whole-cell) konfigiirasyonu elde edildi. Pipet
ici soliisyon ile hiicre i¢i ortamin dengelenmesinin ardindan ilk olarak akim-kenetleme
(current-clamp, CC) modunda hiicrelerin dinlenim membran potansiyelleri kaydedildi.
Ardindan kanal aktivitelerini ve akim-voltaj (I-V) iliskilerini belirlemek amaciyla voltaj-
kenetleme (voltage-clamp, VC) moduna gegilerek, yaklasik 700 ms siireli voltaj
adimlartyla uygulanan spesifik kayit protokollerinde, baslangigtaki yaklasik 200 ms

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

Yapay beyin sivis1 (aCSF) ve uygulanan kimyasallar perflizyon sistemiyle beyin
kesitlerinin oldugu odaciga bir boru ve vana sistemi iizerinden yonlendirerek aktarildi.
Ug direnci diisiik (4-7 MQ) olan pipetler kullanildi. Mikropipetler, borosilikat camdan i¢
capt 1.0 mm ve dis ¢apt 1.2 mm ¢apinda olacak sekilde pipet cekme cihazindan (Sutter
Instrument Co. USA) yapildilar ve 110 mM potasyum glukonat, 9 mM HEPES, 9 mM
EGTA, 4.5 mM MgCl,, 14 mM fosfokreatinin (tris tuzu), 4 mM ATP (Na tuzu) ve 0.3
mM GTP (tris tuzu) ile dolduruldular. Pipet soliisyonu pH’1 potasyum hidroksit (KOH)
ile 7.4'e ayarland1 (145). Uyar1 olusturulmasi, veri toplama ve sayisallastirilmis verilerin
cevrimdist analizi, pClamp yazilimi (slirim 10.4, Axon Instruments) kullanilarak
gergeklestirildi. Hiicreler tanimlanan tutma potansiyelinde (holding potential) stabilize
edildikten sonra spontan akim kayitlar1 alindi. Step protokoliinde —150 mV ile +50 mV
arasinda 10 mV’luk adimlar (her basamak yaklagik 700 ms siireli) uygulandi. Ramp
protokoliinde ise membran potansiyeli 911 ms siiresince —140 mV’tan +40 mV’a
dogrusal olarak degistirildi. S6z konusu protokoller, literatiirde yaygin kabul goéren
standart metodolojilere dayanmaktadir (132, 146). Farmakolojik uygulamalar veya
soliisyon degisimleri sirasinda hiicreler ilgili ajanla siirekli perfiize edildi. Ilag etkisinin
temporal gelisimini izlemek amaciyla kayitlar uygulamanin 3. ve 5. dakikalarinda
kaydedildi. Bu zamanlama stratejisi, ilag-reseptor baglanma kinetigi ve difiizyon siiregleri
neticesinde sistemin kararli duruma (steady-state) ulasmasini beklemek amaciyla tercih
edildi. Boylelikle, erken evredeki gecici yanitlarin Otesine gecilerek stabilize akim

yanitlarinin daha hassas bir sekilde temsili saglandi (Sekil 3.4.) (132, 147, 148).
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Sekil 3.4. Elektrofizyolojik kayitlarin alinmasi.

Her tespit edilebilir akim komponenti i¢in pik-pik akim genligi (pA), reversal
potansiyeli (V_rev) ve rektifikasyon indeksi (RI) hesaplandi. Akim genligi, subtraction
ile 1zole edilen I-V egrisinin u¢ voltajlarindaki (-140 ve +40 mV) akim degerleri
arasindaki fark olarak oOlcililmiis olup, ilgili komponentin toplam akim biiyiikligi
hakkinda bilgi vermektedir. Reversal potansiyeli, I-V egrisinin sifir akim eksenini kestigi

membran potansiyeli olarak tanimlanmis olup kanalin iyon seciciligini gosterir. Tek bir

33



iyona segici kanallar i¢in ilgili iyonun Nernst denge potansiyeline yaklasirken, non-
selektif katyon kanallart i¢in 0 mV civarinda bulunur (149). Sivi baglant1 potansiyeli
diizeltmesi uygulanmadigindan olgiilen V_rev degerleri teorik denge potansiyelinden
birkag¢ mV pozitife kaymis olabilir. Rektifikasyon indeksi, rampa protokoliiniin ug
voltajlarinda 6lgiilen disa akimin ige akima orani olarak hesaplandi (RI = |Lis2 mV / [-128
mV]|). RI<I ige dogrultucu, RI = 1 zayif rektifikasyon, R[> 1 disa dogrultucu profil olarak
yorumlanir (150, 151).

Membran iletkenligi (g _K), ramp protokoliinden elde edilen I-V egrisinin —120
ile =80 mV arasindaki boliimiine uygulanan lineer regresyonun egiminden (AI/AV)
hesaplandi ve nanosiemens cinsinden ifade edildi (152). Oligodendrositlerde Kir4.1
aracili akimlar Ba?"a duyarli oldugundan, Kir4.1-duyarli iletkenlik blokér 6ncesi
basamak ile +BaCl. basamag arasindaki iletkenlik farki; TRPM4-duyarli iletkenlik ise
+BaCl: ile +9-fenantrol basamaklar1 arasindaki fark olarak tanimlandi. Blokor-duyarli bir
komponentin pozitif iletkenlige sahip olmasi gerektiginden, komponent iletkenligi
negatif olan veya 0.05 nS esiginin altinda kalan kayitlarda ilgili komponent dl¢giilemez
kabul edildi ve reversal potansiyeli tiiretilmedi. Komponentlerin sodyuma goreli
potasyum gegirgenligi, Ol¢iilen reversal potansiyellerinden Goldman-Hodgkin-Katz
(GHK) reversal denklemi ile her hiicre i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi (152-154). Yalnizca Na*
ve K* gecirgenligi dikkate alinarak [K*], = 2.5 mM, [Na], = 151 mM, [K*]i =110 mM,
[Na*]i= 8 mM ve 22 °C (S = 58.6 mV/dekad) degerleri kullanildi: P Na/P K = ([K*], —
A-[K*])/(A-[Na*]i— [Na*],), A =10~V _rev/S). Bu kosullarda E K =-96.3 mV olup, saf
K*-segici bir kanal i¢cin P Na/P_K = 0 beklenmektedir.

Patch-clamp kayitlarina dahil edilen hiicreler icin asagidaki Slgiitler uygulandi:
Dahil etme agisindan, Olig2 immiinofloresan boyamasi ile pozitif profil veren ve Corpus
Callosum bolgesinde oligodendrosit morfolojisi (kiigiik yuvarlak/oval soma, az dallanan
ince uzantilar) sergileyen hiicreler tercih edildi. Whole-cell konfigiirasyonuna
gecilmeden 6nce >1 GQ seal direnci saglandi (132). Kayit boyunca holding akimi ve girig
direnci stabil seyreden, arka plan giiriiltiisii kabul edilebilir diizeyde kalan hiicreler
analize alindi. Dislama agisindan belirgin hat kaymasi gosteren hiicreler, ardisik ilag
uygulamalari sirasinda seal kaybi, giris direncinde ani degisim veya holding akiminda
geri donlissiiz kayma yasanan hiicreler, ila¢ uygulama basamaklarindan herhangi birinin
tamamlanmadig1 kayitlar ve subtraction analizinde degerlendirme yapilmasina olanak

vermeyecek diizeyde giiriiltiilii veya bozulmus kayit veren hiicreler analize dahil
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edilmedi. ilgili protokollere gore uygun kayitlar almabilen hiicreler 6rnek sayisma (n)
eklendi. Belirtilen kayitlari alinabilen hiicreler degerlendirmeye alindigindan, bazi
parametrelerde gecerli n grup biiyiikliiglinden kiicliktiir. Bu 6l¢iitler, oligodendrosit ve
glial hiicre patch-clamp calismalarinda yerlesik kabul géren kalite kontrol prensipleri ile

uyumludur (155, 156).

3.2.4. Farmakolojik Ajanlar ve Uygulama Protokolleri

TRPAI, Kir4.1 ve TRPM4 kanallarinin oligodendrosit fonksiyonu {izerindeki
etksini ortaya koymak amaciyla farmakolojik ajanlar ardisik bi¢imde perfiizyon
banyosuna uygulandi. TRPA1 kanalinin aktivasyonu i¢in 100 uM polygodial %0.03
DMSO igerisinde c¢oziindiiriilerek kullanildi (60). Iskemik kosullarda TRPAI
aktivasyonuna eslik eden iyonik dengesizligin, 6zellikle potasyum homeostazindaki
bozulmanin, Kir4.1 kanali ile iliskisini degerlendirmek amaciyla Kir4.1 blokaj1 i¢in 100
uM baryum kloriir (BaClz) suda ¢ozlindiiriilerek uygulandi (157, 158). Diisiik doz
baryumun Kir4.1 akimlarini etkili bigimde baskilayabildigi ve oligodendrosit kokenli
Kir4.1’in beyaz cevherde ekstraseliiler potasyum diizenlenmesinde énemli rol oynadigi
bildirilmistir (30, 158). Ardindan, iskemik hasar ve hiicresel sisme siiregleri ile
iligkilendirilen TRPM4 kanalin1 inhibe etmek amaciyla 30 uM 9-fenantrol %0.015
DMSO igerisinde ¢oziindiirtilerek kullanildi. 9-fenantrol, TRPM4 i¢in yaygin kullanilan
bir farmakolojik inhibitér olup iskemiye bagli hasar modellerinde koruyucu etkiler
gostermistir (159-161). Koruyucu ajan olarak degerlendirilen ve iskemik beyin hasari,
noroenflamasyon ile beyaz cevher biitiinliigii {izerindeki néroprotektif etkileri 6nceki
caligmalar tarafindan desteklenen resveratrol, su i¢inde ¢ozilindiiriilerek 50 uM final
konsantrasyonda perfiizyon soliisyonuna eklenip uygulandi (9, 162). Bu konsantrasyonda
(yaklasik 11.4 pg/mL) resveratrol sudaki ¢oziiniirliik sinir1 dahilinde oldugundan DMSO
veya etanol gibi ek bir ¢oziicii kullanilmadi. Tiim kimyasallarin stok soliisyonlari

hazirlanarak deneylerde kullanilana kadar uygun kosullarda muhafaza edildi.

Kontrol grubunda, hiicrelerden normal aCSF kosullarinda bazal kayitlar
alindiktan sonra sirasiyla polygodial, polygodial + BaCl. ve polygodial + BaCl. + 9-
fenantrol uygulamalar gerceklestirildi ve her basamakta akim degisiklikleri kaydedildi.
Resveratrol grubunda ise bazal aCSF kaydimi takiben Once resveratrol uygulandi,
ardindan resveratrol varliginda sirastyla polygodial, BaCl. ve 9-fenantrol eklenerek bes

basamakli protokol tamamlandi. Iskemik miyelin hasari grubunda ise, hiicrelerden
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normal aCSF kosullarinda bazal kayitlar alindiktan sonra oksijen-glukoz yoksunlugu
(OGD) modeli olusturulup sirasiyla iskemi, BaCl: ve 9-fenantrol uygulanarak iskemik
ortamda kanal aracili akim degisiklikleri degerlendirildi. Iskemik miyelin hasar1 +
resveratrol grubunda ise yine normal aCSF kayitlar1 alindiktan sonra OGD
indiiksiyonunun ardindan iskemik kayitlart alindi, hemen ardindan perfiizyon
sollisyonuna resveratrol eklendi. Bunu takiben iskemik ve resveratrol igeren ortamda
BaCl: ve 9-fenantrol ardisik olarak perfiize edilerek nihai elektrofizyolojik kayitlar elde
edildi. Her islem basamaginin 3. ile 5. dakikalarinda daha oOnce agiklanmis
elektrofizyolojik kayitlar alindi. Bu tasarim hem fizyolojik hem de iskemik kosullarda
TRPAT aktivasyonunun etkilerini, Kir4.1 ve TRPM4 blokajinin katkisini ve resveratroliin
olas1 koruyucu roliinii ayn1 deneysel eksen iizerinde karsilastirmali olarak incelemeye

olanak saglamaktadir (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.5. Kimyasal soliisyonlarin uygulanmasi ve patch-clamp kayitlarinin alinmasi

protokolii.
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[lag uygulamalarinin iyon kanali aktivitesi iizerine etkileri, ardisik ilag kayitlar:
arasinda c¢ikarma (subtraction) islemi uygulanarak ayristirildi. Kontrol ve resveratrol
gruplarinda polygodial-duyarli TRPA1 akimi = (bazal kayit) — (polygodial sonrasi kayit),
BaClz-duyarh Kir4.1 akimi = (polygodial sonrasi kayit) — (polygodial + BaCl. sonrasi
kayit), 9-fenantrol-duyarli TRPM4 akimi = (polygodial + BaCl. sonrasit kayit) —
(polygodial + BaCl. + 9-fenantrol sonrasi kayit) olarak hesaplandi. iskemi ve
resveratrol+iskemi gruplarinda polygodial uygulanmadigindan TRPA1 akimi bu
gruplarda hesaplanmadi. Iskemi-duyarli akim = (bazal kayit) — (iskemi sonras1 kayit),
BaClz-duyarli Kir4.1 ve 9-fenantrol-duyarli TRPM4 akimlar1 ise ayni siralamayla
hesaplandi.

Calisma genelinde “Kir4.1 akim1” ve “TRPM4 akim1” ifadeleri, sirasiyla yukarida
tanimlanan BaCl.-duyarli ve 9-fenantrol-duyarli akim komponentlerini ifade etmek
amaciyla kullanildi. Diigiik doz BaCl. ve 9-fenantrol, sirasiyla Kir4.1 ve TRPM4 igin
literatiirde en yaygin kullanilan farmakolojik blokerler olmakla birlikte tam kanal-selektif
degildir. Diisiik doz BaCl. Kir4.1 basta olmak iizere i¢ce-dogrultucu potasyum kanal
ailesini, 9-fenantrol ise TRPM4 basta olmak iizere bazi non-selektif katyon kanallarini
baskilayabilmektedir. Bu nedenle ilgili komponentler s6z konusu kanallarin baskin
farmakolojik etkisini yansitmaktadir. Degerlendirmelerde ise mutlak kanal-spesifik

akimlar olarak degil de BaCl.- ve 9-fenantrol-duyarl bilesenler olarak yorumlanir.

3.2.5. Konfokal Goriintiillemeler

Deney gruplaria ait beyin dokulari, yukarida belirtildigi sekilde ¢ikarildiktan
sonra %4 Paraformaldehit (PFA) ile tespit edilmis ve sukroz soliisyonlar1 kullanilarak
dondurma islemine kars1 korundu. Hazirlanan dokulardan kriyostat cihazi ile seri koronal
kesitler alindi. Bu kesitlerde oligodendrosit hiicrelerini ve iyon kanallarini analiz etmek
icin Olig2, Kir4.1 ve TRPM4 primer antikorlar1 ile ¢oklu immiinfloresan isaretleme
yapildi. Ozellikle Kir4.1 antijeninin uzun siireli fiksasyondan olumsuz etkilenmesi
nedeniyle, boyama kalitesini artirmak amaciyla kisa siireli fiksasyon ve hassas

permeabilizasyon teknikleri uygulandi (163).

Kesitlerde non-spesifik baglanmalar1 minimize etmek amaciyla, %5-10 normal
ke¢i serumu ile %0.1-0.3 Triton X-100 igeren PBS (Fosfat Tamponlu Salin) soliisyonu
kullanilarak oda sicakliginda 2 saat bloklama islemi uygulandi. Bloklamanin ardindan

dokular, aymi ¢ozelti igerisinde hazirlanan primer antikorlar ile 4°C’de gece boyunca
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(overnight) inkiibe edildi. Literatiirde, oligodendrosit ve glial dokulara yonelik konfokal
immiinfloresan ¢aligmalarinda bloklama/permeabilizasyon basamaklarinda serum ve
Triton X-100 kombinasyonunun kullanimi ile gece boyunca 4°C’de gerceklestirilen

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

Primer antikor inkiibasyonunun ardindan PBS ile yikanan kesitler, uygun tiirlere
0zgii Alexa Fluor 488, 555 veya 647 konjuge sekonder antikorlar ile oda sicakliginda 2
saat boyunca inkiibe edildi. Niikleer boyama amaciyla DAPI uygulamasini takiben
kesitler, floresan sinyal kaybini 6nlemek i¢in antifade (floresan koruyucu) ozellikli
kapatma ortami (mounting medium) kullanilarak lam iizerine kapatildi. Bu protokol,
oligodendrosit iligkili immiinfloresan analizlerde ve ¢oklu kanalli konfokal goriintiileme
calismalarinda literatiirle uyumlu, standart bir is akis1 olarak benimsendi. Goriintiiler lazer
taramali konfokal mikroskop kullanilarak elde edildi. Tiim deney gruplarinda
karsilastirilabilirlik saglamak amaciyla lazer giicii, dedektor kazanci, pinhole acikligi ve
tarama hizi gibi goriintiileme parametreleri tiim &rneklerde sabit tutuldu. Ilgili
bolgelerden z-stack goriintiiller alindi, gerekli durumlarda maksimum intensite
projeksiyonlari olusturuldu ve analizler Leica yazilimi kullanilarak gergeklestirildi (Sekil
3.6.). Olig2-pozitif hiicrelerde Kir4.1 ve/veya TRPM4 immiinoreaktivitesinin dagilima,
kolokalizasyonu ve goreli floresan yogunlugu nicel olarak degerlendirildi. Oligodendrosit
calismalarinda konfokal z-stack goriintileme ve maksimum intensite projeksiyonu

kullaniminin standart oldugu bildirilmistir (166, 167).
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Sekil 3.6. Konfokal goriintiileme uygulamasinin agamalari.
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3.2.6. Bcl-2, Bax, Caspase-3, Kir4.1, TRPM4 ve Olig2 Proteinlerinin

Ekspresyon Diizeylerinin Western Blot Yontemi ile Analizi

Bu caligmada beyin dokularinda Bcl-2, Bax, Caspase-3, Kir4.1, TRPM4 ve Olig2
proteinlerinin ekspresyon diizeyleri western blot yontemi ile degerlendirildi. Western blot
analizi, proteinlerin molekiiler agirliklarina gore SDS-PAGE ile ayrilmasi, membrana
transfer edilmesi, hedef proteine 6zgii primer ve HRP-konjuge sekonder antikorlarla
isaretlenmesi ve kemilliminesans temelli goriintiilleme prensibine dayali olarak
gergeklestirildi. Yontem, literatiirde tanimlanan temel SDS-PAGE ve immiinoblotlama

prensipleri esas alinarak uygulandi (168-170).

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi ve Deney Gruplari

Western blot analizleri i¢in beyin dokulari, patch-clamp deneylerinde kullanilan
hazirlama prosediiriiyle benzer sekilde hizla cikarildi ve oksijenlendirilmis soliisyon
icinde 225 um kalinliginda akut beyin dilimlerine ayrildi. Akut beyin dilimlerinin deney
oncesinde aCSF i¢inde kisa bir dengeleme siiresine alinmasi, doku canliliginin ve ex-vivo
fizyolojik biitiinliiglin korunmasi1 acisindan yerlesik bir yaklasimdir (171). Bu nedenle
Doku kesitleri, hazirlama asamasini takiben normal aCSF igerisinde 15 dakikalik bir
stabilizasyon siiresine alinmis ve ardindan dort deneysel gruba ayrildi:

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

2. Resveratrol Grubu: 50 uM resveratrol iceren normal aCSF’de 20 dakika

inkiibe edilen kesitler.

3. iskemi (OGD) Grubu: Oksijen-glukoz yoksunlugu (OGD) soliisyonunda 20

dakika siiresince inkiibe edilen kesitler.

4. iskemi + Resveratrol Grubu: 50 uM resveratrol ilave edilmis OGD

sollisyonunda 20 dakika bekletilen kesitler (172, 173). (Sekil 3.7.)
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Sekil 3.7. Western blot analizleri i¢in yapilan islemler.

Inkiibasyon siireci sonunda doku &rnekleri, protein degradasyonunu minimize
etmek amaciyla siiratle toplanarak sivi azotta donduruldu ve analiz giiniine kadar doku
ornekleri daha once belirtilen deney gruplarina uygun sekilde gruplandirilarak —80°C’de

saklandi.

Dokularin Homojenizasyonu ve Proteinlerin Ekstraksiyonu

Analiz oncesinde Ornekler buz iizerine alinarak kontrollii sekilde ¢ozdiiriildii.
Beyin doku 6rnekleri buz tizerinde g¢aligilarak protein ekstraksiyon kiti (GeneAll, 701-
001) ve proteaz inhibitor kokteyli (Serva, 39102.01) ilave edilerek homojenize edildi.
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Homojenizasyon islemi 16.000 RPM hizda 3 dakika siireyle gergeklestirildi.
Homojenizasyon sonrasinda érnekler +4°C’de 4000 RPM’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant kismi dikkatli sekilde alinarak yeni ependorf
tiiplere aktarildi. Elde edilen protein ekstraktlarinda toplam protein konsantrasyonu
DeNovix DS-11 cihazi kullanilarak belirlendi. Protein miktarlarinin 6l¢iilmesiyle her bir
jel kuyucuguna esit miktarda toplam protein yiiklenmesi saglandi. Bu asama, western blot
analizinde gruplar aras1 karsilastirmalarin giivenilirligi agisindan standardizasyon

basamagi olarak uygulandi.

Orneklerin Elektroforez i¢in Hazirlanmasi

Protein ekstraktlari, elektroforez 6ncesinde 3 birim hacim homojenat ve 1 birim
hacim 4x yiikleme tamponu olacak sekilde karistirildi. Hazirlanan karigimlar 1.5 ml’lik
ependorf tliplere alind1 ve proteinlerin denatiirasyonunu saglamak amaciyla su banyosu
icerisinde 5 dakika kaynatildi. Kaynatma isleminden sonra 6rnekler oda sicakliginda kisa
stire bekletildi ve ardindan 4000 RPM’de 1 dakika santrifiij edildi. Boylece 6rneklerde
olusabilecek yogunlagma ve tiip kapagi ¢evresindeki sivi birikimi giderilerek yiikleme

oncesi homojen bir 6rnek yapisi saglandi.

SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

Proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasi amaciyla poliakrilamid jel
elektroforezi uygulandi. Bu amagcla dncelikle %10 separating/lower jel hazirlandi. Her bir
jelicin 15 mI’lik tiip igerisinde 2 ml saf su, 1.67 ml %30 acrylamide/bis-acrylamide, 1.25
ml 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8), 25 uL %20 SDS, 25 uL %10 amonyum persiilfat (APS) ve
son olarak 2.5 uL TEMED karistirilarak jel soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan separating
jel, biri ince digeri kalin camdan olusan Bio-Rad Mini-PROTEAN jel kasetine dikkatlice
dokiildii. Jel yilizeyinde diizgiin polimerizasyon saglamak ve hava kabarciklarini
uzaklastirmak amaciyla jel {zerine izopropil alkol eklendi. Separating jelin
polimerizasyonu tamamlandiktan sonra izopropil alkol uzaklastirildi. Daha sonra %5
stacking/upper jel hazirlandi. Bunun i¢in 15 mI’lik tiip i¢erisine 2.088 ml saf su, 0.506 ml
%30 acrylamide/bis-acrylamide, 0.375 ml 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 15 uL %20 SDS, 15
uL %10 APS ve son olarak 1.5 uLL TEMED eklendi. Hazirlanan stacking jel, polimerize
olmus separating jelin lizerine dokiildii ve kuyucuklarin olusmasi i¢in uygun taraklar
yerlestirildi. Jel tamamen donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarildi ve kuyucuklar

ylirlitme tamponu ile yikandu.

42



Elektroforetik Yiiriitme Sisteminin Kurulmasi

Hazirlanan jeller elektroforez tankina yerlestirildi. Jellerin tarak kismi i¢ tarafa
bakacak sekilde diizenege sabitlendi. Elektroforez tanki, jellerin i¢ ve dis haznelerini
tamamen dolduracak sekilde 1x running buffer ile dolduruldu. Esit miktarda protein
iceren Ornekler jel kuyucuklarina yiiklendi. Proteinlerin molekiiler agirliklarina gore
ayrilmasi i¢in elektroforez islemi Bio-Rad PowerPac Basic gii¢ kaynagi kullanilarak 80
V sabit voltajda gergeklestirildi. Yaklasik 3 saat sonunda proteinlerin jel boyunca yeterli

diizeyde ayrildig1 goézlendi ve yiiriitme islemi sonlandirildi.

Jelin Coomassie Blue ile Boyanmasi

Yiritme islemi tamamlandiktan sonra ayni anda yiiriitiilen jellerden biri,
yliklenen toplam protein miktarin1 degerlendirmek ve normalizasyon amaciyla
Coomassie Brilliant Blue ile boyandi. Boyama islemi 30 dakika siirdiiriildii. Boyama
sonrasinda jel, fazla boyanin uzaklastiriimasi amaciyla %10 asetik asit ve %50 metanol
iceren destaining soliisyonu ile iki kez 15’er dakika yikandi. Boyanan jel goriintiilenerek
her kuyucuktaki toplam protein yogunlugu daha sonra yapilacak densitometrik

normalizasyon i¢in kaydedildi.

Proteinlerin Membrana Transferi

Elektroforez sonrasi jelde ayrilan proteinlerin membrana aktarilmasi amaciyla
transfer islemi uygulandi. Transfer icin PVDF membran (Bio-Rad) kullanildi. Transfer
oncesinde PVDF membran uygun sekilde aktive edildi ve transfer tamponu ile
dengelendi. Jel, membran, filtre kagitlar1 ve siinger pedlerden olusan transfer sandvigi
hazirlandi. Proteinlerin jelden membrana aktarilmasi Thermo Scientific Pierce Power
Blotter sistemi kullanilarak gergeklestirildi. Transfer islemi tamamlandiktan sonra

membran dikkatlice ¢ikarildi ve sonraki antikor inkiibasyon basamaklarina ge¢ildi.

Bloklama ve Primer Antikor Inkiibasyonu

Transfer sonrast membranda nonspesifik baglanmalari azaltmak amaciyla
bloklama islemi yapildi. Membran, 1x TBST igerisinde hazirlanmis %5 yagsiz siit tozu
soliisyonunda oda sicakliginda 1 saat ¢alkalanarak inkiibe edildi. Bloklama sonrasinda
membranlar hedef proteinlere 6zgii primer antikorlarla inkiibe edildi. Bu ¢aligmada hedef
proteinler olarak Bcl-2, Bax, Caspase-3, Kir4.1, TRPM4 ve Olig2 analiz edildi. Her bir

hedef protein icin uygun primer antikor, iretici firma Onerileri ve laboratuvar
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optimizasyon kosullar1 dogrultusunda uygun diliisyonda hazirlanarak membranla temas
ettirildi. Calismada kullanilan primer antikorlar: Olig2 (GeneTex, GTX132732; tavsan
poliklonal), Kir4.1 (Affinity Biosciences, DF9260; tavsan poliklonal), TRPM4 (Biorbyt,
orb668516; tavsan 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 yiikleme kontrolii
olarak B-aktin (Elabscience, E-AB-40338) kullanildi. Bloklama ve antikor diliisyonu
sirasinda non-spesifik baglanmay1 azaltmak amaciyla normal keci serumu (Biorbyt,
orb2652767) kullanildi. Tim primer ve sekonder antikorlar i¢in diliisyonlar, ilgili
ireticilerin datasheet’lerinde Western blot uygulamasi i¢in tavsiye ettigi aralikta
hazirlanmistir.  Primer antikor inkiibasyonu +4°C’de gece boyunca ¢alkalama
kosullarinda gercgeklestirildi. Bu basamak, hedef proteinlere 06zgii baglanmanin

saglanmasi amaciyla uygulandi.

Yikama ve Sekonder Antikor Inkiibasyonu

Primer antikor inkiibasyonu tamamlandiktan sonra membranlar oda sicakliginda
yikama soliisyonu ile yikandi. Yikama soliisyonu 1x PBS/Tween igerecek sekilde
hazirlandi. Membranlar, primer antikor fazlasinin uzaklastirilmas: amaciyla 3 kez 10
dakika siireyle yikandi. Yikama islemi sonrasinda primer antikorun konak tiiriine uygun
HRP-konjuge sekonder antikor (Biorbyt) kullanildi. Sekonder antikor, %5 yagsiz siit tozu
iceren TBST igerisinde uygun diliisyonda hazirlandi ve membranlar ile oda sicakliginda
1 saat inkiibe edildi. Sekonder antikor inkiibasyonu sonrasinda membranlar tekrar 3 kez
10 dakika siireyle yikandi. Bu yikama basamagi, nonspesifik baglanmalarin azaltilmasi

ve kemilliminesans sinyalinin 6zgiilliiglinlin artirilmast amaciyla uygulandi.

Kemiliiminesans Goriintiileme

Yikama islemlerinin tamamlanmasinin ardindan membran iizerine Enhanced
Chemiluminescence (ECL) soliisyonu (Thermo Fisher) uygulandi. ECL soliisyonu
membran yiizeyine karanlik ortamda homojen sekilde dagitildi. HRP enzimi araciligiyla
olusan kemiliiminesans sinyali goriintiileme sistemi kullanilarak kaydedildi. Goriintiiler
bilgisayar ortamina aktarildi ve her bir hedef protein i¢in ayr1 ayr kayit altina alindi.
Western blot tekniginde hedef proteinin 6zgiil olarak saptanmasi, elektroforetik ayrim,
membrana transfer ve antikor aracili kemiliiminesans goriintiileme basamaklarinin

birlikte uygulanmasina dayanmaktadir (170).
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Protein Bant Yogunluklarinin Hesaplanmasi

Western blot goriintiilerindeki bant yogunluklart GeneSys yazilimi kullanilarak
densitometrik olarak analiz edildi. Yiikleme kontrolii olarak her membran B-aktin
antikoru ile yeniden incelenmis ve B-aktin bant yogunluklar1 GeneSys programi ile
hesaplanmistir. Her bir membranda hedef proteine ait bant yogunlugu, ayn1 kuyucukta
belirlenen B-aktin yogunluguna oranlanmistir. Boylece Ornekler arasinda yiikleme
farkliliklarindan kaynaklanabilecek degiskenlik azaltildi. Normalize edilen bant
yogunlugu degerleri her grup i¢in kaydedildi. Kontrol grubu degerleri referans alinarak
relatif protein ekspresyon diizeyleri hesaplandi. Elde edilen veriler istatistiksel analiz igin

kullanildi ve gruplar arasi karsilastirmalar Kontrol, R, 1 ve [+R gruplar arasinda yapild.

3.2.7. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizleri ve grafiksel sunumlart GraphPad Prism (Siirim
10.3.1, GraphPad Software) ile gergeklestirildi. Normal dagilim uygunlugu Shapiro-Wilk
testi ile degerlendirildi. Belirlenen dislanma kriterleri disinda kalan tiim 6rnekler tam
sayilariyla analizlere dahil edildi. Normal dagilan veriler ortalama + standart hata (M +

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

Dort grup arasindaki karsilastirmalar, parametrik kosullarda tek yonlii ANOVA
(post-hoc Tukey veya Games-Howell), parametrik olmayan durumlarda ise Kruskal-
Wallis (post-hoc Holm diizeltmeli Dunn) ile degerlendirildi. iki grup karsilastirmasi
Mann-Whitney U ile yapildi. Ayni hiicrede 6l¢iilen Kir4.1 ve TRPM4 komponentleri
eslestirilmis 6rneklem t-testi ile karsilastirildi. Western blot verileri her deneyde kontrole
normallestirildiginden tekrarli Olgiimler tek yonli ANOVA (Geisser-Greenhouse
diizeltmeli), varsayim karsilanmadiginda Friedman testi ile analiz edildi. Post-hoc test
seciminde varyans homojenligi Levene testi ile degerlendirildi; varyanslarin homojen
oldugu durumlarda Tukey HSD, varyans heterojenligi saptandiginda ise esit-olmayan
varyansa duyarli Games-Howell testi tercih edildi. Mann-Whitney U testi, kiiciik
orneklem biiytikliigli nedeniyle (n <7) normallik varsayiminin giivenle test edilemedigi
iki-grup karsilastirmalarinda parametrik bagimsiz 6rneklem t-testine alternatif olarak
kullanildi1 (174-176). Patch-clamp tablolarindaki “p (Kir4.1 ve TRPM4 eslestirilmis)”
siitunlari, ayni hiicrede 6l¢iilen Kird.1 ve TRPM4 komponentleri arasindaki hiicre-igi
karsilagtirmaya karsilik gelmekte olup gruplar arasi fark anlami tasimamaktadir. Tiim

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

4.1. Cahsmada Kullanilan Hiicrelerin Tanimlanmasi

Patch-clamp kayitlarinin oligodendrosit hiicrelerinden alindigini dogrulamak
amaciyla, 225 um kalinliginda hazirlanan akut beyin dilimlerinde oligodendrosit kimlik
belirteci olan Olig2 antikoru ile immiinofloresan boyama yapildi ve konfokal mikroskopi
ile goriintiilendi. Konfokal goriintiileme yontemi ile elde edilen mikrograflarda, patch-
clamp ile incelenen hiicrelerin Olig2 pozitif oldugu ve dolayistyla oligodendrosit kokenli
oldugu dogrulandi (Sekil 4.1.). Ayrica, ¢alismada incelenen iyon kanallari olan Kir4.1,
TRPM4 ve TRPA1'in hiicre membranindaki dagilim1 kanal-spesifik antikorlar ile ko-

lokalizasyon analizi yapilarak gosterildi.

Sekil 4.1. Patch-clamp kayitlariin alindig oligodendrositlerin konfokal mikroskobi
goriintiileri. Goriintiilerin ait oldugu belirtecler goriintiilerdeki etiketler ile belirtildi.
(A) Olig2+Kir4.1 ko-lokalizasyon goriintiisii, (B) Olig2+TRPM4 ko-lokalizasyon

goriintlisii. Merge etiketi tiim belirteclerin ayn1 anda bulundugu goriintiiyii gdsterir.
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4.2. Patch-Clamp Ol¢iim Sonuglan

Oligodendrosit hiicrelerinde iyon kanali aktivitesi, 225 pm kalinligindaki ex vivo
olarak incelenen akut beyin dilimlerinde tiim-hiicre voltaj-clamp konfiglirasyonunda iki
farkl1 uyar1 protokolii kullanilarak degerlendirildi. Step protokoliinde voltaj basamaklar1
=150 mV ile +50 mV arasinda 10 mV'lik adimlarla uygulandi, her bir voltaj basamaginda
700 ms siireyle steady-state akim kayitlart alindi. Ramp protokoliinde ise membran
potansiyeli 911 ms siire i¢inde —140 mV'dan +40 mV'a dogru siirekli ve dogrusal bicimde
degistirildi. Bu sirada anlik akim kaydi alinarak yiiksek voltaj ¢ozlniirliiklii I-V egrileri

elde edildi.

[lag uygulamalarmin iyon kanali aktivitesi iizerine etkileri ardisik ilag kayitlari
arasinda ¢ikarma (subtraction) islemi uygulanarak degerlendirildi. Kontrol ve resveratrol
gruplarinda polygodial-duyarli bilesen TRPA1 akimi, BaClz-duyarli bilesen Kir4.1 akimi
ve 9-fenantrol-duyarli bilesen de TRPM4 akimi olarak degerlendirildi. iskemi (OGD) ve
resveratrol+iskemi (OGD) gruplarinda ise polygodial uygulanmadigi icin TRPA1 akim
bu gruplarda hesaplanmadi. Bunun yerine iskemi-duyarli (kontrol-iskemi), Kir4.1 ve
TRPM4 akim bilesenleri analiz edildi. Her hiicrenin I-V egrisinden sifir akimin gectigi
voltaj degeri (V_rev) lineer interpolasyon yontemiyle belirlendi. Her gruptan ornek
olarak bazi hiicrelerin kayit grafikleri kullanildi. Tiim hiicrelerin sayisal verileri ise 6zet

cizelgelerde sunuldu.

4.2.1. Dinlenim Membran Potansiyeli (RMP) Degerleri

Oligodendrosit hiicrelerinin dinlenim membran potansiyeli (RMP), akut beyin
dilimlerinde akim-kenetleme (current-clamp) konfigiirasyonunda, hiicreye akim enjekte
edilmeden 6l¢iildii. Dort deney grubunda elde edilen RMP degerleri ve analiz sonuglari

Tablo 4.1'de ile Sekil 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 saptandi. Iskemi grubunda
RMP en hiperpolarize degere ulasirken, resveratrol grubunda en depolarize deger
kaydedildi. Higbir grup, kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli bi¢cimde farkl
degildi (p>0.05). Buna kars1 grup ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0.0058). Bunun yaninda anlamli bulunan tek ikili karsilastirma resveratrol ile

iskemi gruplar1 arasinda oldugu gériildii (p=0.0049). Iskemi ile resveratrol+iskemi
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gruplar1 arasindaki fark ise egilim diizeyinde kalmis, istatistiksel anlamliliga
ulasamamistir (p=0.0698). Resveratrol+iskemi grubunun RMP ortalamasiin (—63.40
mV) kontrol grubuna (—67.66 mV) yakin seyretmesi, resveratrol on-uygulamasinin
iskemiye bagli membran potansiyelinde gozlenen kaymanin bu grupta kontrol degerine

daha yakin oldugunu gdstermektedir.

Tablo 4.1. Gruplarin Dinlenim Membran Potansiyeli (RMP) degerleri (ortalama + SEM)

ve kontrol grubuna kiyasla ikili karsilastirma p degerleri.

Grup n RMP (M = SEM) SD p
Kontrol 4 —67.66+3.95 mV 7.90 —
Resveratrol 5 —52.73 £ 447 mV 10.00 0.144
iskemi 6 —=71.21 £ 0.87 mV 2.12 0.818
Iskemi+Resveratrol 7 —63.40+ 1.24 mV 3.28 0.746
Kontral Resyveratral Iskemi iskemi+Resy

‘\u\—\h % n=7

\

40

Dinlenim Membran Potansiveli (-mV)
N

80+

Ak

Sekil 4.2. Gruplara gore dinlenim membran potansiyeli (RMP) degerleri. *p<0.05; **p
<0.01.
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4.2.2. Tla¢ Uygulamalan Sirasinda I¢eri Yonlii Akim Degisimleri

Iskemi ve resveratrol+iskemi gruplarinda her hiicrede bazal (kontrol) kayit,
iskemi (resveratrol grubunda iskemi+resveratrol), BaCl, ve 9-fenantrol uygulama
basamaklarinda igeri yonlii akim biiyiikliigii 6l¢iildii. iskemi grubunda akim biiyiikliigii
tiim uygulama basamaklarinda stabil kalmistir (kontrol —72.63 + 0.88, iskemi —74.38 +
1.01, +BaCl, —=75.95 £+ 1.17, +BaCl+9-fenantrol —76.85 + 1.31 pA). Buna karsilik
resveratrol+iskemi grubunda akim ardisik uygulamalarla giderek artmistir (bazal —66.51
+ 1.53, iskemi+tresveratrol —101.35 + 8.22, +BaCl, —136.88 + 14.82, +BaCl,+9-fenantrol
—157.29 + 19.70 pA). iki grup arasindaki fark tiim uygulama basamaklarinda istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05) (Tablo 4.2., Sekil 4.3.).

Tablo 4.2. Iskemi ve resveratrol+iskemi gruplarinda ardisik uygulama basamaklarinda
Ol¢iilen igeri yonlii (inward) akim biiytikliikleri (ortalama + SEM) ve grup i¢i

karsilastirma p degerleri.

Iskemi grubu Resveratrol+iskemi grubu
Uygulama basamag P
M+SEM (pA) 0 M = SEM (pA) n
Bazal (kontrol) —72.63 +0.88 6 —66.51 £1.53 7 0.0301 *
Iskemi (resv. grubunda: 6 4
—74.38 +£1.01 —-101.35+8.22 0.0453 *
iskemi+resveratrol)
+ BaClz 7595+ 1.17 6 —136.88 £ 14.82 5 0.0145*
%
+ BaCl; + 9-fenantrol -76.85+1.31 6 —157.29 £19.70 > 0.0149
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Bazal _
(Normal aCSF) Iskemi + BaCl; + BaCly+9-Fen.

n=6 n=7 n=6 n=4 n=6 n=5 n=6 n=5
50 \
d— .7 ~ s 2
= \
100 - *

fgeri Yonlii Akim (—pA)

_
o
o
|
*
L ]
. /

200 |

[ iskemi
E=N iskemi + Resveratrol *

250 -

Sekil 4.3. Bazal, iskemi, +BaCl. ve +9-fenantrol uygulamalar1 sonrasi igeri

yonli (inward) akim degerleri. *p <0.05.

4.2.3. Kontrol Grubunda Oligodendrosit [yon Kanalh Akimlar1

Kontrol grubunda yedi oligodendrosit hiicresinden alinan bazal (kontrol) kayittan
sonra sirasiyla polygodial, BaCl. ve 9-fenantrol uygulamalari yapildi ve her basamakta
tiim-hiicre voltaj-clamp kayitlar1 alindi. Subtraction yontemiyle TRPAI1, Kir4.1 ve
TRPM4 akim bilesenleri hesaplandi. Bu hiicrelerden 1. ve 7. hiicreler, uzun siireli
perflizyona bagli belirgin baseline drifti gosterdiginden komponent analizine dahil
edilmeyip grup n=5 hiicre iizerinden degerlendirildi. Ramp protokoliinden elde edilen
kanal komponentlerinin bir 6rnegi 2. kontrol hiicresinde (Kontrol-H2) gozlendi. Bu
hiicrede subtraction analizinde Kir4.1 akim1 16.2 pA pik-pik genlikte ve V_rev = —83.7
mV, TRPM4 akimi 48.1 pA genlikte ve V_rev = —99.7 mV degerinde hesaplandi. Bu
reversal potansiyelleri, oligodendrositlerde Kir4.1 ve TRPM4 kanallarinin K* denge
potansiyeli (yaklasik =97 mV) civarindaki K*-baskin iletkenlik profilini yansitmaktadir
(Sekil 4.4.).
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Kontrol grubu — Hiicre #2 — Ramp protokolii (-128 - +52 mV, 911 ms)

A Ramp I-V — siral ilag uygulamasi B TRPA1 akimi (Polygodial-duyarl)
80 4 : EO:;;;(OZ?:P 0l Irotygaial = Ikontrot
— +BaCh -2.5
—— + 9-Fenantrol
60 _5.04
- -
< <
& 2 s
E 40 £
z X -10.0
< <
20 4 -12.5
-15.0
0-
T : T T T T T " -17.5 T : . T T T T T
-125 -100 =75 =50 «25 0 25 50 -125 -100 =75 =50 =25 0 25 50
Voltaj (mV) Voltaj (mV)
C Kird.1 alkaimi (BaClz-duyarli) D TRPM4 akimi (9-Fenantrol-duyarh)
40 4 ;
15.0 4 |
Ipolygodial — lrolygodial + Baci; Iygact, — /H!alg_ +Fen
12.5 30 4
10.0
- -~ 201
< <
) 75 2
E 5o £ 10
= =
< <
2.5 1
04
0.0
- Vrey =-83.7 mV =101 Vrey =-99.7 mV
T T T T T T T T T + T T T T T T
-125 -100 -75  -50  -25 0 25 50 -125 -100 -75 -50  -25 0 25 50
Voltaj (mV) Voltaj (mV)

Sekil 4.4. Kontrol grubu (Kontrol-H2) ramp protokolii I-V egrileri ve subtraction
analizi. (A) Ardisik uygulamalara ait I-V egrileri, (B) TRPA1 akimi, (C) Kir4.1 akimu,
(D) TRPM4 akimu.

Kontrol grubunda iyon kanali komponentlerinin belirlenmesi amaciyla, her
hiicrede voltaj basamagi (step) protokolii uygulanarak igeri/disart yonlii akimlar
kaydedildi. Kayitlar 6nce kontrol kosulunda, ardindan sirasiyla polygodial (TRPAI
agonisti), BaCl. (Kir blokeri) ve 9-fenantrol (TRPM4 blokeri) uygulanarak tekrarlandi.
Kontrol grubundan temsili bir hiicreye (Kontrol-H5) ait akim kayitlar1 Sekil 4.5.'te verildi.
Her step voltajina karsilik gelen akim izleri kararli durum (steady-state) penceresi
boyunca stabil seyretmistir. Ardisik blokor uygulamalariyla akim genliginde kademeli bir

azalma gozlendi.

Aynt hiicreye ait akim-voltaj (I-V) egrileri Sekil 4.6. A'da gosterilmektedir. Dort
uygulama kosuluna ait I-V egrileri birbirinden belirgin bi¢gimde ayrismis olup, en biiyiik
akim kontrol kaydinda, en kii¢iik akim ise tiim blokdrlerin uygulandigi kosulda elde
edildi. Ardisik kosullarin farki alinarak ilgili kanal akimlar1 ayristirildi (Sekil 4.6. B):
Kontrol ile polygodial kayitlar1 arasindaki fark TRPA1, polygodial ile BaCl. kayitlar
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arasindaki fark Kir4.1, BaCl. ile 9-fenantrol kayitlar1 arasindaki fark ise TRPM4 akimina

karsilik gelmektedir. Bu temsili kontrol hiicresinde, ¢aligmanin odaginda yer alan Kir4.1

ve TRPM4 komponentlerinin her ikisi de ayristirilabilir diizeyde tespit edildi.

04F

03r

Alkim (nA)

0.0

—0.1F

=02

Kontrol

Kontrol_H5 — 5. dk temsili akim kayitlan

Polygodial
T T

BaCl=

9-Fenantrol

02F

T

T

L
400
Siire (ms)

L
200

L
0

I L
400 600
Siire (ms)

1
200

L
0

.
200

L
400
Siire (ms)

L
600

!
0 200

!
400

1
600

Siire (ms)

Sekil 4.5. Kontrol grubu (Kontrol-HS) step protokolii ham akim kayitlari. Soldan saga:

0.15H

Akim (nA)

—=0.05

-0.10

Sekil 4.6. Kontrol grubu (Kontrol-HS5) step protokolii [-V egrileri ve subtraction analizi.

kontrol, +polygodial, +BaCl., +9-fenantrol uygulamalari.

Kontrol_H5 — 5. dk — I-V egrileri
T T T T

—e— Kontrol
—o— Polygodial
—e— BaClz

—e— 9-Fenantrol

T

T

i L
Akim (nA)

L L
-125 -100

L
-75

1 i 1 1
=25 0 25 50

Voltaj (mV)

B

0.06

0.04

0.02

0.00

-0.02

-0.04

-0.06

Kontrol H5 — 5. dk — Subtraction (kanal alamlar)
T T T

-0~ TRPA1 (Kontrol — Polygodial)
—8— Kird.1 (Polygodial — BaClz)
—— TRPM4 (BaCl — 9-Fen) o

—o—o—0—0—0

L L
-125 =100

L 1 I
=50 =25 0
Voltaj (mV)

1
=75

! L
25 50

(A) Ardigik uygulamalara ait I-V egrileri, (B) ayristirilan kanal komponentleri (TRPA1,
Kir4.1, TRPM4).

Step voltaji (mV)

Kontrol grubuna ait bes hiicrenin 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

hiicreden hiicreye genlik ve reversal potansiyeli agisindan belirgin degiskenlik gostermis,

yalnmizca Kontrol-H2 hiicresinde her iki komponent de K* denge potansiyeline yakin
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reversal potansiyeli (Kir4.1 —83.7 mV, TRPM4 —99.7 mV) sergilemistir. Diger
hiicrelerde komponentler daha biiyiik genlikli ancak reversal potansiyeli sifira yakin

profiller gostermistir (Sekil 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 genligi
58.9+13.8 5 447+ 5.6 5 0.347
(pA)
Reversal potansiyeli
-17.5+17.7 5 —26.7+18.9 5 0.006 *
(mV)
Dogrultma indeksi
2.70 +2.02 5 1.34+0.84 5 0.317
(RI)
Kontrol grubu (n = 5 hiicre)
3 Kird.1 TRPM4
Komponent genligi Reversal potansiyeli Dogrultma indeksi

ent genligi (pA)

Dogrultma indeksi (RI)

Komponi

-100 1

T T T T T
H2 H3 H4 H5 H6

Sekil 4.7. Kontrol grubu (n = 5) hiicrelerinde Kir4.1 ve TRPM4 komponent genligi,

reversal potansiyeli ve dogrultma indeksi. Her siitun tek bir hiicreyi temsil eder.

4.2.4. Resveratrol Grubunda Iyon Kanah Akimlar:

Resveratrol grubunda bes oligodendrosit hiicresinde (n=5) bazal kayit sonrasi
once resveratrol uygulandi1 ve kayit alindi. Ardindan sirasiyla polygodial, BaCl. ve 9-
fenantrol eklenerek bes basamakli protokol tamamlandi. Bu grupta dikkat ¢eken bulgu,
resveratroliin hiicreden hiicreye birbirinden farkli yonlerde etki olusturmasidir. iki
hiicrede (Resv-H1, Resv-H5) resveratrol uygulamasi akimi belirgin bigimde azaltic1 etki
gosterirken, iki hiicrede (Resv-H2, Resv-H4) akimi artiric1 yonde etki yaptigi goriildii.

Bir hiicrede ise (Resv-H3) resveratroliin belirgin bir etkisi oldugu gézlemlenmedi.
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Resveratrol grubunda kanal modiilasyonunun en belirgin bigimde gdsteren drnek
hiicre Resv-H5 olmustur. Bu hiicrede +62 mV kenetleme voltajinda bazal akim yaklasik
+700 pA, —138 mV'da yaklasik —1200 pA degerlerinde kaydedilmistir. Subtraction
analizinde ise TRPM4 akim bileseni —138 mV'da yaklagik —320 pA, Kir4.1 akim bileseni
ise yaklasik =200 pA gibi olaganiistii biiyiik genliklerde elde edildi (Sekil 4.8. ve Sekil
4.9.).

Resv_H5 - 5. dk temsili akim kayitlar:

Kontrol +Resveratrol +Polygodial +BaCly +9-Fenantrol

i
5
04 4 4

004" . 1E [
02—

Akim (nA)

04

Step vollage (mV)

06 4 ==

08

BUE |

Sekil 4.8. Resveratrol grubu (Resv-H5) step protokolii ham akim kayitlari. Soldan

saga: kontrol, +resveratrol, +polygodial, +BaCl., +9-fenantrol uygulamalari.

Resv H5 — 5. dk I-V Resv H5 — 5. dk Subtraction
750 [ —e— IKorltrcvl . ! J L i : L T -4 IRcsv (lu:-arll (Kulnl.mlfR::sVJ I I I
—@— Resveratrol TRPA1 (Resv—Foly)
500 —e- Polygodial 100 |- Kird.1 (Poly—BaCl,) T
—e— BaCl; TRPM4 (Bagl,—9-Fen)
250 |-—e— 9-Fenantrol
| o 2
of . 0
< <
& 250} 4 &
E E 100} e
= -500f =
=75 -
50 =200 -1
—1000} A .
—1250} *=8 E —300} -
d L L L L L L L L L L L L L 1 L L
=125 -100 =75 -50 =25 0 25 50 =125 =100 -75 =50 =25 0 25 50
Voltaj (mV) Voltaj (mV)

Sekil 4.9. Resveratrol grubu (Resv-H5) step protokolii I-V egrileri ve subtraction
analizi. (A) Ardisik uygulamalara ait [-V egrileri, (B) ayristirilan komponentler
(resveratrol-duyarli, TRPA1, Kir4.1, TRPM4).

Ayni hiicrenin ramp protokolii kayitlari, step protokoliiyle uyumlu biiyiik
genlikleri yliksek voltaj ¢oziiniirligliyle gostermektedir (Sekil 4.10.). Ramp analizinde
resveratrol-duyarli bilesen V_rev=+8.5mV, Kir4.1 V_rev=+4.4 mV ve TRPM4 V_rev
=—0.6 mV olarak hesaplandi.
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Resveratrol grubu — Hiicre #5 — Ramp protokolu (=128 - +52 mV, 911 ms})

A Ramp I-V — sirali ilag uygulamasi B Resveratrol-duyarh akim
'
— Kontrol {aCSF) Isaar =T i
5004 — + Resveratrol 40 - i
—— + Polygodial
2504 — +BaCl: 20
—— + 9-Fenantrol
01 0
- -
< o
& 350 & 204
E £
g 500 X 40
C <
—750 ~60 4
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T T T T T T T T T T T T T T L T T
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E TRPM4 akimi (9-Fenantrol-duyarli) F Tiim duyarli akimlar {(karsilastirma)
118act, = I+8aci, + Fen
100 100
- 0 - 0
< <
o a
= =
E —100- E —100
= =
< <
—200 4 —200
—— Resveratrol-duyarh
— TRPAL
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Sekil 4.10. Resveratrol grubu (Resv-H5) ramp protokolii I-V egrileri ve subtraction
analizi. (A) Ardisik uygulamalara ait I-V egrileri, (B) resveratrol-duyarli akim, (C)
TRPA1 akimi, (D) Kir4.1 akimi, (E) TRPM4 akimi, (F) tim komponentlerin

karsilastirmasi.

Resveratrol grubunda resveratroliin giiclii inhibitor etkisinin gézlendigi bir baska
ornek hiicre Resv-H1 olmustur (Sekil 4.11.). Bu hiicrede resveratrol-duyarli bilesen ramp
protokoliinde V_rev = +11.0 mV degerinde lineer ve biiyiik genlikli (>150 pA) bir akim
olarak ortaya ¢iktig1, sonraki ila¢ uygulamalarina bagli kanal akim bilesenleri ise kiigiik

genliklerde kaldig1 gorildii.
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Resveratrol grubu — Hiicre #1 — Ramp protokolu (=128 - +52 mV, 911 ms)

A Ramp I-V — sirah ilag uygulamasi B Resveratrol-duyarh akim
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Sekil 4.11. Resveratrol grubu (Resv-H1) ramp protokolii I-V egrileri ve subtraction
analizi. (A) Ardisik uygulamalara ait [-V egrileri, (B) resveratrol-duyarli akim, (C)
TRPA1 akimi, (D) Kir4.1 akimi, (E) TRPM4 akimi, (F) tim komponentlerin

karsilastirmasi.

Resveratrol grubunda bes hiicrede (n = 5) Kir4.1 ve TRPM4 komponentlerinin
genlik, reversal potansiyeli (V_rev) ve dogrultma indeksi (RI) degerleri belirlendi. Her
hiicreye ait degerler Sekil 4.12'de, gruba ait ortalama + SEM degerleri ve iki komponentin
karsilagtirmasi ise Tablo 4.4'te gosterildi. Komponent genligi hiicreler arasinda belirgin
degiskenlik gostermis, Ozellikle bir hiicrede (Resv-HS) hem Kir4.1 hem de TRPM4

akimlar1 diger hiicrelere kiyasla belirgin bigimde yiiksek 6l¢iilmiis ve bu durum grup
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ortalamalarinin yiiksek standart hata degerlerine yansimistir (Kir4.1 genligi 85.6 = 40.9
pA, TRPM4 genligi 107.8 + 90.6 pA). Reversal potansiyeli Kir4.1 i¢in —44.5 £ 21.7 mV
(n=15), TRPM4 i¢in —21.7 = 19.1 mV (n = 4, bir hiicrede TRPM4 V _rev o6l¢iilemedi).
Dogrultma indeksi ise Kir4.1 i¢in 1.44 + 0.55, TRPM4 i¢in 0.58 + 0.08 olarak bulundu.
Aynt hiicrelerde Kird.1 ve TRPM4 komponentleri eslestirilmis t-testi ile
karsilastirildiginda, incelenen ii¢ parametrenin higbirinde iki komponent arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

Resveratrol grubu (n =5 hiicre)

3 Kirdd EZA TRPM4

Komponent genligi Reversal potansiyeli Dogrultma indeksi

0 — 50
2. ~207 254
S x
E _goA 1.0
~100 4 051 r%
r T : T - 0.0 t

H1 H2 H3 H4 H5 H1 H2 H3 H4 H5

400 1

(pA)

i 300 4
=

200 1

Dogrulima indeksi (RI)

Komponent ges

100 4

7 MIETTETETTTTTTTSEEE Y
Reversal patansiveli Ve, (mV)

Sekil 4.12. Resveratrol grubu hiicrelerinde Kir4.1 ve TRPM4 komponent genligi,

reversal potansiyeli ve dogrultma indeksi. Her siitun tek bir hiicreyi 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 genligi
85.6 +40.9 5 107.8 +£90.6 5 0.705
(rA)
Reversal potansiyeli
—44.5+21.7 5 -21.7+19.1 4 0.440
(mV)
Dogrultma indeksi
1.44+£0.55 5 0.58 £0.08 5 0.208

(RI)

4.2.5. iskemik (OGD) Grubunda Iyon Kanali Akimlari

Iskemi grubunda yedi oligodendrosit hiicresinde (n=7) bazal kayittan sonra
oksijen-glukoz yoksunlugu (OGD) modeli uygulanip kayit alindi. Ardindan sirastyla
BaCl. ve 9-fenantrol kayitlar1 da elde edildi. Bu grupta en dikkat ¢ekici nicel bulgu,

Kir4.1 ve TRPM4 akim komponentlerinin genliklerinin kontrol grubuna kiyasla belirgin
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bicimde kiigiilmesi olmustur. Kir4.1 komponent genligi kontrol grubunda ortalama 58.9
+ 13.8 pA iken iskemi grubunda 15.1 + 1.5 pA, TRPM4 komponent genligi ise kontrol
grubunda 44.7 £ 5.6 pA iken iskemi grubunda 10.0 + 6.0 pA diizeyine gerilemistir. Bazal
akim genlikleri de iskemi grubunda belirgin bigimde kii¢iilmiis (+52 mV'da ortalama 57.4
pA), kontrol grubunun ortalamasimin (221.2 pA) yaklasik dortte birine inmistir (Tablo
4.5.).

Tablo 4.5. Kontrol grubu ile iskemi grubunun bazi parametrelerinin karsilastirilmasi

(ortalama = SEM).

Komponent Kontrol (M £ SEM) n iskemi (M £ SEM) n
Kird.1 genlik (pA) 58.9+13.8 5 13.1+2.4 7
TRPM4 genlik (pA) 447+5.6 5 10.0£6.0 7
Bazal akim (+52 mV) ~221 pA 5 ~57 pA 7

Iskemi grubunda OGD uygulamasinin akim profili iizerine etkisinin gdzlendigi
ornek hiicrelerden biri Iskemi-H3 hiicresidir. Bu hiicrede +62 mV kenetleme voltajinda
bazal akim yaklasik +86 pA degerinde kaydedildi. Bunu takiben OGD uygulamasi
sonrasinda akimin biiyiik 6l¢iide azaldigir goriildii. Subtraction analizinde Kir4.1 ve
TRPM4 akim komponentleri ¢ok kiiglik genliklerde (birkag pA seviyesinde) kaldi (Sekil
4.13. ve Sekil 4.14.).

iskemi H3 — 5. dk Akim Kayitlan

Kontrol iskemi 5.dk BaCl; 5.dk 9-Fen 5.dk

Step voltaji (mV)

|
=}
=

[
%]

1 1 1 L L L | L 1 1 1 L 1 1 L L 1 1 1 1 L 1 1 L
0 100 200 300 400 500 600 7000 100 200 300 400 500 600 7000 100 200 300 400 500 600 7000 100 200 300 400 500 600 700
Zaman (ms) Zaman (ms) Zaman (ms) Zaman (ms)

Sekil 4.13. Iskemi grubu (Iskemi-H3) step protokolii ham akim kayitlari. Soldan

saga: kontrol, +OGD, +BaCl., +9-fenantrol uygulamalari.
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Iskemi H3 — 5. dk I-V iskemi H3 — 5. dk Subtraction
T T T T T T T T 50F T T T T T T T T 3
—e— Kontrol =& Iskemi-duyarh (Kontrol—-Iskemi)
80 f-~o— Iskemi (OGD) T -@- Kir4.1 (Iskemi-BaCl;)
—o— BaCl 40 "o~ TRPM4 (BaCl,~9-Fen) y
-0~ 9-Fenantrol
60 |- -
30 C
< ofF 12 20} .
& &
= 13 1} o
< 20 Ed
oF .
oF A
~-10}F .
20} 4
1 L 1 1 L 1 1 ' _20 B 1 1 L 1 1 1 1 L 7
-125 =100 =75 =50 =25 0 25 50 -125 =100 =75 =50 =25 0 25 50
Voltaj (mV) Voltaj (mV)

Sekil 4.14. Iskemi grubu (Iskemi-H3) step protokolii I-V egrileri ve subtraction analizi.
(A) Ardisik uygulamalara ait I-V egrileri, (B) ayristirilan komponentler (iskemi-duyarli,
Kir4.1, TRPM4).

Ayn1 hiicrenin ramp protokolii kayitlari step bulgularini desteklemektedir (Sekil
4.15.). Ramp analizinde iskemi-duyarli bilesen V_rev = —71.4 mV degerinde gozlendi.
Bu durum, OGD altinda K* iletkenligi lizerinden gozlenen degisikliklerle uyumludur.
Kird.1 (V_rev = —78.0 mV) ve TRPM4 (V_rev = —80.8 mV) komponentleri klasik
reversal potansiyellerini sergiledigi ancak genliklerini yalnizca 12 pA seviyesinde oldugu
goriildii. Bu sonug fonksiyonel yap1 korundugunu ancak kanal aktivitesinin biiytik 6lciide

baskilandigin1 géstermektedir.
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Sekil 4.15. Iskemi grubu (Iskemi-H3) ramp protokolii I-V egrileri ve subtraction analizi.

(A) Ardisik uygulamalara ait I-V egrileri, (B) iskemi-duyarl bilesen, (C) Kir4.1 akimu,
(D) TRPM4 akima.

H6 hiicresi olmustur (Sekil 4.16.). Bu hiicrede tiim ila¢ uygulamalarina ragmen 1-V

egrileri neredeyse lst liste binmis ve lineer bir profil sergilemistir. Subtraction analizinde

Iskemi grubunun farmakolojik etkilerinin smirli kaldig1 6rnek bir hiicre de Iskemi-

Kir4.1 ve TRPM4 komponentleri tespit edilebilmis olsa da genlikler ¢ok kiiciik (<14 pA)

kalmistir. Bu profil, OGD'nin oligodendrosit membran iletkenligi {izerine sistematik

baskilayici etkisini net bicimde gostermektedir.
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iskemi grubu — Hiicre #6 — Ramp protokolii (—128 - +52 mV, 911 ms)

A Ramp I-V — sirall uygulama B iskemi-duyarl akim (OGD-duyarl)
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Sekil 4.16. Iskemi grubu (Iskemi-H6) ramp protokolii I-V egrileri ve subtraction analizi.
(A) Ardigik uygulamalara ait I-V egrileri, (B) iskemi-duyarl bilesen, (C) Kir4.1 akimu,
(D) TRPM4 akimu.

Iskemi grubunda yedi hiicrede (n = 7) Kir4.1 ve TRPM4 komponentlerinin genlik,
reversal potansiyeli (V_rev) ve dogrultma indeksi (RI) degerleri belirlendi. Her hiicreye
ait degerler Sekil 4.17'de, gruba ait ortalama + SEM degerleri ve iki komponentin
karsilastirmasi ise Tablo 4.6'da gosterildi. Komponent genligi Kir4.1 i¢in 13.1 + 2.4 pA
(n =7), TRPM4 i¢in 10.0 = 6.0 pA (n = 7) olarak 0Ol¢iilmiis olup, her iki komponentin
genligi iskemik kosulda goreli olarak diisiik diizeyde kalmistir. Reversal potansiyeli
Kir4.1 i¢in —83.8 £ 5.2 mV (n = 7), TRPM4 i¢in —52.3 + 22.2 mV (n =5, iki1 hiicrede
TRPM4 V rev oOlciilemedi) olarak bulundu. Bu grupta Kir4.1 reversal potansiyeli,
hiicreler arasinda dar bir aralikta dagilmis (diisiik standart hata) ve belirgin bigcimde
hiperpolarize degerlerde yogunlagsmistir. Dogrultma indeksi ise Kir4.1 i¢in 3.79 + 0.92,
TRPM4 icin 2.68 + 1.53 olarak hesaplandi. Ayni hiicrelerde Kir4.1 ve TRPM4
komponentleri eslestirilmis t-testi ile karsilastirildiginda, incelenen {i¢ parametrenin

hicbirinde iki komponent arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanamadi.
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iskemi grubu (n = 7 hiicre)

[ Kird.1 TRPM4

Komponent genligi Reversal potansiyeli Dogrultma indeksi

Komponent genligi (pA)

Reversal potansiveli Ve, (mV)
|
B
S
Dogrultma indeksi (RI)

T T T T T
7 HI1 H2 H3I H4 H5 H6 HY

H5 H6 H7

Sekil 4.17. Iskemi grubu hiicrelerinde Kir4.1 ve TRPM4 komponent genligi, reversal

potansiyeli ve dogrultma indeksi. Her siitun tek bir hiicreyi temsil eder.

Tablo 4.6. iskemi grubu kanal komponentlerinin nicel parametreleri.

Parametre Kir4.1 (M £ SEM) n TRPM4 (M + SEM) n P
Komponent genligi
13.1+2.4 7 10.0£6.0 7 0.630
(rA)
Reversal potansiyeli
—83.8+5.2 7 —523+22.2 5 0.170
(mV)
Dogrultma indeksi
3.79+£0.92 7 2.68+1.53 7 0.560

(RD

4.2.6. Resveratrol+iskemi Grubunda Kanal Akimlarinin Degerlendirilmesi

Resveratrol+iskemi grubunda alt1 oligodendrosit hiicresinde (n=6) bazal kayit
alindiktan sonra OGD ile resveratrol uygulanip kayit alindi. Ardindan sirastyla BaClz ve
9-fenantrol kayitlar1 elde edildi. Calismamizin temel hipotezi acisindan kritik olan bu
grupta, iskemi grubunda baskilanan Kir4.1 ve TRPM4 akim komponentlerinin resveratrol
uygulamasi ile degisip degismedigi nicel parametreler (genlik, reversal potansiyeli)
diizeyinde degerlendirildi. Bu grupta komponent genlikleri iskemi grubuna benzer
bicimde diisiik kalmig (Kir4.1 10.9 = 1.3 pA, TRPM4 19.6 £ 5.8 pA), ancak asagida
ayrintilandirildig: tizere reversal potansiyeli dagilimi ve iceri-yonlii akimin farmakolojik

modiilasyonu agisindan iskemi grubundan belirgin bi¢imde ayrismistir.
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Bu hiicreler i¢inde uygun yanit sergileyen hiicrelerden birinin iskRes-H1 hiicresi
oldugu goriildii. Bu hiicrede +62 mV'da TRPM4 akimi +17.5 pA, —138 mV'da —6.5 pA
degerinde tespit edildi. Aymi hiicrede Kir4.1 akimi outward yonde +6.7 pA olarak
hesapland1 (Sekil 4.18. ve 4.19.). Iskemi grubu hiicrelerinin aksine bu hiicrede BaCl- ve
9-fenantrol uygulamalarinin akimi kademeli bicimde degistirebildigi ve subtraction

analizinin anlamli kanal akim komponentleri tliretebildigi gdzlendi.

Tkemi#Resv_H1 —5. dk temsli shum kaptlar
Kontrol 06D+ Res 5.k BaCli ik

T T T T T T T T
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Sekil 4.18. Resveratrol+iskemi grubu (iskRes-H1) step protokolii ham akim
kayitlar1. Soldan saga: kontrol, +OGD+resveratrol, +BaClz, +9-fenantrol

uygulamalari.

A B
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Sekil 4.19. Resveratrol+iskemi grubu (iskRes-H1) step protokolii I-V egrileri ve
subtraction analizi. (A) Ardisik uygulamalara ait [-V egrileri, (B) ayristirilan
komponentler: Kir4.1 akimi (+6.7 pA outward), TRPM4 akimi1 (+17.5 pA outward, —6.5
pA inward).

63



Ayni hiicrenin ramp protokolii kayitlar1 step bulgularini yiiksek voltaj
cozlinlirliigliyle desteklemektedir. Ramp analizinde TRPM4 akim1 V_rev = —71.7 mV
degeri ile 9-fenantrol-duyarli non-selektif katyon kanali profilini sergilemistir. TRPM4,
Ca’"-aktive olan ve monovalan katyonlara gegirgen bir kanaldir. Olgiilen V_rev’in K*
denge potansiyeline yakin olmasi bu hiicrede K*-baskin segici gecirgenlikten degil,
intraselliiler kayit ¢ozeltisindeki yiiksek K* konsantrasyonu ve asagidaki subtraction
analizinin K* akimlarina eslik eden artik bir komponentin katkisindan kaynaklaniyor

olabilir (Sekil 4.20.).

iskemi + Resveratrol grubu — Hiicre #1 — Ramp protokolii (-128 - +52 mV, 911 ms)

A Ramp I-V — sirali uygulama B iskemi+Resveratrol-duyarl akim (0GD+Resv-duyarl)
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Sekil 4.20. Resveratrol+Iskemi grubu (IskRes-H1) ramp protokolii I-V egrileri ve
subtraction analizi. (A) Ardisik uygulamalara ait I-V egrileri, (B) iskemi+resveratrol-

duyarli bilesen, (C) Kir4.1 akimi, (D) TRPM4 akimi.

Resveratrol+iskemi grubunda kanal akimi1 geri doniisiiniin gbzlendigi bir bagka 1yi
ornek, Kir4.1 akimmnin klasik profiliyle gdzlendigi iskRes-H7 hiicresi olmustur (Sekil
4.21.). Bu hiicrede subtraction analizinde Kir4.1 akim1 +62 mV'da +6.0 pA outward, —138
mV'da ise —7.9 pA inward yonde tespit edildi (Sekil 4.21.).
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Sekil 4.21. Resveratrol+iskemi grubu (IskRes-H7) step protokolii I-V egrileri ve
subtraction analizi. (A) Ardisik uygulamalara ait I-V egrileri, (B) ayristirilan
komponentler (OGD+resveratrol-duyarli, Kir4.1, TRPM4).

Iskemi+Resveratrol grubundan yine ayni hiicreye (iskRes-H?7) ait ramp protokolii
kayitlari, ayni hiicrenin step protokolii bulgularini1 yiiksek voltaj coziiniirligliyle
desteklemektedir (Sekil 4.22.). Ham I-V egrilerinden ardisik kosullarin farki alinarak {i¢
akim komponenti ayristirildi. (OGD-+resveratrol)-duyarli akim —72.9 mV'de sifir akimi
diizeyini kesmistir (Sekil 4.22. B). BaCl.-duyarli Kir4.1 akimi reversal potansiyelini
—53.2 mV'de gostermis olup, bu deger ayni hiicrenin step protokoliinden elde edilen
Kir4.1 reversal potansiyeli (—53.3 mV) ile neredeyse birebir ortiigmektedir (Sekil 4.22.
C). 9-fenantrol-duyarli TRPM4 akimu ise diisiik genlikli (yaklasik +1 pA) bir komponent
olarak ayristirild1 ve reversal potansiyeli —48.2 mV olarak belirlendi (Sekil 4.22. D).
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iskemi + Resveratrol grubu — Hiicre #7 — Ramp protokolii (-128 . +52 mV, 911 ms)

A Ramp I-V — sirah uygulama B iskemi+Resveratrol-duyarh akim (OGD+Resv-duyarh)
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Sekil 4.22. Resveratrol+iskemi grubu (IskRes-H7) ramp protokolii I-V egrileri ve
subtraction analizi. (A) Ardisik uygulamalara ait -V egrileri, (B) OGD+resveratrol-
duyarli akim, (C) Kir4.1 akimi, (D) TRPM4 akimi.

Resveratrol+iskemi grubunda alt1 hiicrede (n = 6) Kir4.l ve TRPM4
komponentlerinin genlik, reversal potansiyeli (V_rev) ve dogrultma indeksi (RI) degerleri
belirlendi. Her hiicreye ait degerler Sekil 4.23'te, gruba ait ortalama + SEM degerleri ve
iki komponentin karsilagtirmasi ise Tablo 4.7'de gosterildi. Komponent genligi Kir4.1
icin 8.15 £2.02 pA (n=6), TRPM4 i¢in 7.93 £ 4.53 pA (n = 6) olarak 6l¢lilmiis olup, her
iki komponentin genligi bu grupta diisiik diizeyde kalmistir. Reversal potansiyeli Kir4.1
icin —82.3 £ 16.0 mV (n = 5, bir hiicrede Kir4.1 V_rev 0lciilemedi), TRPM4 igin —44.7
+26.4 mV (n = 6) olarak bulundu. Dogrultma indeksi ise Kir4.1 i¢in 2.07 = 0.62, TRPM4
icin 1.03 + 0.33 olarak hesaplandi. Ayni1 hiicrelerde Kir4.1 ve TRPM4 komponentleri
eslestirilmis t-testi ile karsilastirildiginda, incelenen {i¢ parametrenin hicbirinde iki

komponent arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanamadi (p>0.05).
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Sekil 4.23. Resveratrol+iskemi grubu hiicrelerinde Kir4.1 ve TRPM4 komponent

genligi, reversal potansiyeli ve dogrultma indeksi. Her siitun tek bir hiicreyi temsil eder.

Tablo 4.7. Resveratrol + Iskemi grubu kanal komponentlerinin nicel parametreleri

(ortalama = SEM).

Parametre

Kird.1 M+SEM) n TRPM4 M +SEM) n p
Komponent genligi (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
Dogrultma indeksi (RI) 2.07 £0.62 6 1.03+0.33 6 0.112

Dort deney grubunun Kir4.1 ve TRPM4 komponent genlikleri Tablo 4.8'de

verildi. Kir4.1 komponent genligi kontrol (58.9 pA) ve resveratrol (85.6 pA) gruplarinda

belirgin bicimde yiiksek iken, iskemi (13.1 pA) ve resveratrol+iskemi (8.15 pA)

gruplarinda diisiik diizeyde kalmistir. TRPM4 genligi i¢in de benzer bir oriintli gézlendi.

Bu oriintti, iskemik kosullarin oligodendrosit Kir4.1 ve TRPM4 akim genliklerini belirgin

bicimde baskiladigin1 gdstermektedir. Higbir grupta iki komponent arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunamadi (p>0.05).
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Tablo 4.8. Gruplara gore Kir4.1 ve TRPM4 komponent genliklerinin degerleri (ortalama
+ SEM). Tiim hiicreler dahil edildi ve genlik filtresi uygulanmadi.

Kir4.1 genlik (pA) TRPM4 genlik

Grup n p
M + SEM (pA) M = SEM
Kontrol 589+13.8 447+5.6 5 0.347
Resveratrol 85.6+40.9 107.8 £90.6 5 0.705
iskemi 13.1+£24 10.0+6.0 7 0.630
Resv-+iskemi 8.15+2.02 7.93 +4.53 6 0.961

Kird.1 ve TRPM4 komponent genliklerinin dért ¢alisma grubu arasindaki
karsilastirmast Sekil 4.24'te gosterildi. Degerler tiim hiicreler iizerinden, genlik filtresi
uygulanmadan hesaplandi. Kir4.1 komponent genligi kontrol grubunda 58.9 + 13.8 pA,
resveratrol grubunda 85.6 + 40.9 pA iken, iskemik gruplarda belirgin bicimde diismiis
oldugu goriildii (iskemi 13.1 + 2.4 pA, Resveratrol+iskemi 8.15 £ 2.02 pA) ve gruplar
aras1 fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.003). Ikili karsilastirmalarda
resveratrol+iskemi grubunun Kir4.1 genligi hem kontrol (p=0.011) hem de resveratrol
(p=0.021) grubuna kiyasla anlamli bicimde diisiiktiir (Sekil 4.24. A). TRPM4 komponent
genligi de benzer bir oriintlii gostermis, kontrol grubunda 44.7 + 5.6 pA iken iskemik
gruplarda azalmistir (Iskemi 10.0 + 6.0 pA, Resveratrol+iskemi 7.93 + 4.53 pA). Gruplar
aras1 fark anlamli bulundu (p=0.016). Ikili karsilastirmalarda kontrol grubunun TRPM4
genligi hem iskemi (p=0.034) hem de resveratrol+iskemi (p = 0.034) grubundan anlamli
bicimde yiiksektir (Sekil 4.24. B). Resveratrol grubunda TRPM4 genligi yliksek bir
ortalama (107.8 £ 90.6 pA) sergilemekle birlikte, bu deger ¢ok biiyiik standart sapmasiyla

belirgin hiicreler aras1 degiskenligi yansitmaktadir.
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Sekil 4.24. Gruplara gore Kir4.1 (A) ve TRPM4 (B) komponent genliklerinin
karsilastirmast (M = SEM). *p <0.05.

4.2.7. Ramp Protokoliinden Elde Edilen Reversal Potansiyel Degerleri

Ramp protokoliiniin step protokoliine kiyasla en dnemli avantaji, her hiicrede
kanal komponentinin sifir akim eksenini gectigi voltajin (V_rev, reversal potansiyeli)
hassas bigimde belirlenebilmesidir. Calismamizda dort deney grubunda toplam 23 hiicre
icin Kird.1, TRPM4 ve TRPAl/iskemi-duyarli akim komponentlerine ait reversal
potansiyel degerleri ramp protokoliiyle hesaplandi. Tablo 4.9., doért grupta kanal

komponenti bazinda elde edilen V_rev degerlerinin karsilagtirmasini sunmaktadir.

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 dlciildii
(Tablo 4.9.). Iskemi ve resveratrol+iskemi gruplarinda tespit edilebilen Kir4.1
komponentlerinin reversal potansiyellerinin K* denge potansiyeli (yaklasik —97 mV)
civarinda toplanmasi, bu komponentlerin K* denge potansiyeline yakin reversal

potansiyelleri ile uyumlu oldugunu gdstermektedir (Sekil 4.25.).
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Sekil 4.25. Gruplardaki uygulamalara gore reversal potansiyel (V_rev) degisimleri (M +
SEM).

Kir4.1 ve TRPM4 komponentlerinin reversal potansiyelleri (V_rev) dort calisma
grubu arasinda karsilastirildi. Elde edilen p degerleri, ayni hiicrelerde Kir4.1 ile
TRPM4'liin eslestirilmis t-testi ile karsilastirilmasindan bulundu. Gruba ait ortalama +
SEM degerleri Tablo 4.9'da gruplar aras1 karsilastirma ise Sekil 4.26’da verildi. Analize
yalnizca ilgili komponentin V_rev degeri Olgiilebilen hiicreler dahil edildiginden, bazi
parametrelerde gegerli n grup biylikliiglinden kiigliktlir. Kir4.1 reversal potansiyeli
kontrol grubunda —17.5 + 17.7 mV (n = 5) iken, iskemik gruplarda belirgin bicimde daha
hiperpolarize degerlere kaymustir (Iskemi —79.1 = 2.3 mV, n = 7; Resveratrol+iskemi
—86.4 = 15.0 mV, n = 5), resveratrol grubunda ara bir deger (—44.5 £ 21.7 mV, n =5)
gozlendi (Sekil 4.26. A). Kontrol grubunda gozlenen yiiksek standart hata (SEM = 17.7
mV) ve gorece depolarize ortalama V_rev degeri, 6l¢iim yapilan hiicreler arasinda V_rev
dagiliminin genis oldugunu ve bazi hiicrelerin K* denge potansiyeline yakin klasik K*-
baskin profil sergilerken bazi hiicrelerin sizint1 ve/veya katyon karigimli bir iletkenligi
yansitacak sekilde daha depolarize V_rev verdigini gdstermektedir. TRPM4 reversal
potansiyeli ise kontrol grubunda —26.7 £ 18.9 mV (n = 5), resveratrol grubunda —21.7 +

70



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 (Sekil 4.26. B). Gruplar aras1 karsilagtirmada
reversal potansiyellerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). Bu
nedenle Sekil 4.26'da anlamlilik isareti gosterilmedi. Ayni hiicrelerde Kir4.1 ile TRPM4
reversal potansiyelleri eslestirilmis t-testi ile karsilastirlldiginda, yalnizca kontrol
grubunda iki komponent arasinda anlamli bir fark bulundu (p = 0.006). Diger gruplarda
anlaml fark saptanmadi (p>0.05).

Tablo 4.9. Gruplara gore Kird.1 ve TRPM4 komponentlerinin reversal potansiyelleri
(V_rev; ortalama + SEM).

Kir4.1 Vrev TRPM4 Vrev
Grup n n P
(mV) M + SEM (mV) M + SEM
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
Iskemi -79.1+23 7 -71.5+79 5 0.317
Resv+iskemi -86.4+15.0 5 -45.0+25.8 6 0.195
A Kird.1 B TRPM4
~160 - -160 -

-120 1 -120 1

—80 -80 1

T T T T T
Kontrol Resveratrol Iskemi Resv+iskemi Kontrol Resveratrol iskemi Resv+iskemi
(n=5) (n=5) (n=7) (n=5) (n=5) (n=4) (n=5) (n=6)

Reversal potansiyeli, |Viey| (MV)
Reversal potansiyeli, |Vyey| (mV)

Sekil 4.26. Gruplara gore Kir4.1 (A) ve TRPM4 (B) komponentlerinin reversal
potansiyellerinin karsilagtirmasi (M £ SEM).

Bazal (aCSF) kosulda 6l¢iilen toplam iletkenlik gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermistir (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) (Sekil 4.27., Tablo 4.10.). Komponent
iletkenliklerinde gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi (Kir4.1 p=0.160, TRPM4
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p=0.198). GHK denklemi ile hesaplanan goreli Na*/K* gecirgenlik oranlarinda da fark
bulunamadi (Kir4.1 p=0.190, TRPM4 p=0.051). Buna karsilik ardisik farmakolojik
basamaklar arasindaki degisim yalnizca iskemi grubunda anlamli bulundu (p=0.024). Bu
grupta BaCl. uygulamasi tutarli bir iletkenlik kaybina yol agmistir (p=0.016, kontrol
p=0.813, resveratrol p=0.125, iskemi+resveratrol p=0.188). Ayrica iskemi grubunda
BaClz-duyarli komponentin reversal potansiyeli dar bir dagilim gostererek potasyum
denge potansiyeline yaklasmis (—78.4 £ 1.7mV, P Na/P_K = 0.017 + 0.006), kontrol ve
resveratrol gruplarinda ise oldukc¢a genis bir dagilim sergilemistir (sirasiyla —29.5 + 50.2

mV ve —28.5 + 37.4 mV) (Sekil 4.28., Tablo 4.11.).
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Sekil 4.27. Gruplara gore potasyum iletkenligi (gx) degerlerinin karsilagtirilmasi. Ramp
[-V grafikleri egimlerinden hesaplandi. *p<0.05
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Tablo 4.10. Gruplara gore potasyum iletkenligi (gk) ve farmakolojik komponent
iletkenlikleri (ortalama + SEM).

Parametre Kontrol (n=5) Resveratrol Iskemi(n=7) iskemi+Resv p Post-hoc (p
(n=5) n=26) <0.05)
g bazal (aCSF) 337+1.16 4.41+1.56 0.47 £0.11 0.35+0.10 0.00 R>I(0.015)
2 R>IR(0.022)
K>IR (0.035)
g blokdr oncesi 3.06+1.23 4.16 £1.65 0.45£0.09 0.35+£0.10 0.00 R>1(0.015),
6  R>IR (0.022)
g +BaClz 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 (BaClz- 0.08 £0.16 0.57+£0.25 0.08 £0.02 0.02+0.01 0.16 —
duyarli) 0
TRPM4 (9-Fen- 0.16 +0.14 0.53 £0.47 0.05+0.04 -0.03+0.03 0.19 —
duyarli) 8
Kir4.1 katkis1 (%) 27.6 £26.9 239+11.3 18.2+3.7 12.8+10.0  0.39 —
9
TRPM4 katkist 31.6 £21.1 52+5.6 183+ 134 -18.6+13.0 0.25 —
(%) 2
Grup i¢i p 0.145 0.088 0.024 0.472 — —
BaCl. basamagi p 0.813 0.125 0.016 0.188 — —

Degerler ortalama + SEM olarak verildi. Tiim iletkenlikler nanosiemens (nS) cinsindendir ve ramp
protokolii I-V egrisinin —120 ile —80 mV araligindaki lineer regresyon egiminden (AI/AV) hesaplandi.
Kird.1 = g(blokdr oncesi) — g(+BaClz), TRPM4 = g(+BaClz) — g(+9-fenantrol). Yiizde katkilar blokor
oncesi iletkenlige oranlandi. K: Kontrol, R: Resveratrol, I: Iskemi, IR: iskemi+Resveratrol.

0.359

0.35 Il Kir4.1-duyarh komponent
0.301 B TRPM4-duyarh komponent

Kontrol Resveratrol Iskemi Resv+Iskemi

Sekil 4.28. Gruplar aras1t GHK reversal denklemi ile hesaplanan Na*/K" gegirgenlik

oranlarmin karsilastirilmasi.
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Tablo 4.11. Blokor-duyarli komponentlerin reversal potansiyelleri ve GHK reversal

denklemi ile hesaplanan goreli Na*/K* gecirgenlik oranlar1 (ortalama + SEM).

Grup n Kir4.1 Vrev Kir4.1 PNa/PK n TRPM4 Vrev TRPM4
(mV) (mV) 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 0435+0212 3 -2.7+1.0 0.671 £0.030

Iskemi 6 -784+1.7 0.017+£0.002 3 -69.6 £9.1 0.038 £0.021

Iskemi+Resv - hesaplanamadi*  hesaplanamadi®* 1 —88.8 0.006

p 0.190 0.190 0.051 0.051

*Iskemi+resveratrol grubunda Kir4.1-duyarli komponentin ortalama iletkenligi 0.025 + 0.015 nS olup
(bireysel degerler —0.011 ile 0.081 nS arasinda), belirlenen 0.05 nS esigini yalnizca bir hiicrede agmustir.
Bu hiicrede de fark akimi 6lgiim araligi (—128/+52 mV) iginde sifir1 kesmediginden reversal potansiyeli
tanimlanamadi. Bu grupta toplam membran iletkenliginin diger gruplara kiyasla diisiik olmas1 (0.35 £0.10
nS), mutlak esigin bu grupta daha kisitlayict bigimde islemesine yol agmaktadir. Esigin 0.01 nS'ye kadar
diistiriilmesi gegerli hiicre sayisini yalnizca ikiye c¢ikarmakta olup, bu diizeyde hesaplanan reversal
potansiyelleri giiriiltii ile ayirt edilemeyeceginden analiz dis1 birakildi. Dolayisiyla bu grupta Kir4.1-duyarh
gecirgenlik oraninin hesaplanamamig olmasi, 6l¢iim eksikliginden degil, komponent genliginin yontemin
¢oziiniirliik sinirmin altinda kalmasindan kaynaklanmaktadir.

4.3. Western Blot Bulgular:

Patch-clamp ile elde edilen fonksiyonel verileri molekiiler diizeyde tamamlamak
amaciyla, dort deney grubuna ait Corpus Callosum bdlgesini igeren beyin dilimi protein
lizatlarinda ¢alisilan iyon kanali proteinleri (Kir4.1 ve TRPM4), oligodendrosit kimlik
belirteci Olig2 ve apoptoza iligkili proteinler (BCL-2, BAX ve Caspase-3) Western blot
yontemi ile degerlendirildi. Densitometri ile elde edilen bant yogunluklari her bir deneyde
kontrol grubu degeri 1'e normallestirilerek bagil ekspresyon degerlerine doniistiiriildii.
BAX proteini i¢in n=8, diger bes protein i¢in n=6 bagimsiz deney kullanild1. Istatistiksel
analiz tekrarli Ol¢limler icin tek yonli ANOVA (RM one-way ANOVA, Geisser-
Greenhouse diizeltmeli) ile gerceklestirilmis, coklu karsilagtirmalar i¢in Tukey post-hoc

testi uygulandi.

4.3.1. Oligodendrosit Kimlik Belirteci Olig2 Ekspresyonu

Olig2 (32 kDa) protein ekspresyonu i¢in yapilan tekrarli 6l¢iimler tek yonli
ANOVA gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik ortaya koymustur (p =
0.0154). Tukey c¢oklu karsilastirma testi sonuglarina gore, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda resveratrol+iskemi grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
saptand1 (p = 0.0067, **). Iskemi grubu (0.729 = 0.135) ile resveratrol+iskemi grubu
(0.450 + 0.091) arasinda da anlamli bir fark bulundu (p = 0.0458, *). En belirgin azalma
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resveratrol+iskemi grubunda saptanmis olup, bu grupta Olig2 ekspresyonu kontrol

degerinin yaklasik yarisina gerilemistir (Sekil 4.29.).

Olig2

p = 0,0154, n=6
1.4 1
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Kontrol Resveratrol iskemi Resv+ fiklin P - - q
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Sekil 4.29. Dort deney grubunda Olig2 (~32 kDa) protein ekspresyonunun

Bagil Olig2 ekspresyonu

kantifikasyon sonrasi kiyaslanmasi (M + SEM, n = 6). *p <0.05, **p <0.01.

Olig2 oligodendrosit progenitdr hiicrelerinin temel kimlik belirteclerinden biri
oldugundan, ekspresyon diizeyindeki azalma ya total oligodendrosit sayisinin azaldigina
ya da hiicrelerin Olig2-bagimsiz bir farklilasma yoluna yoneldigine isaret etmektedir.
Resveratrol+iskemi grubunda azalmanin hem kontrole hem de iskemi grubuna gore
belirgin bi¢imde derinlesmesi ilk bakista paradoksal goriinmektedir. Ancak patch-clamp
bulgularimizla birlikte degerlendirildiginde bu durum, resveratrolin hasarl
oligodendrositleri korumaktan ¢ok islevini yitirmis hiicrelerin elenmesini hizlandirmis
olabilecegi seklinde yorumlanabilir. Fakat ¢alismamizda hiicre canliligi/6liim belirtegleri
(TUNEL, propidium iyodiir, anneksin V boyamasi vb.) ile dogrudan degerlendirme
yapilmadigindan bu yorum kanitlanmis bir mekanizma olarak degil, alternatif bir hipotez
olarak sunulmaktadir. Bu ¢ercevede sag kalan hiicre popiilasyonunun fonksiyonel olarak

daha saglikli olabilecegi onerilse de dogrulanmasi i¢in ileri ¢aligmalar gereklidir.

4.3.2. Kir4.1 ve TRPM4 iyon Kanah Protein Ekspresyonlar

Patch-clamp bulgularinda fonksiyonel diizeyde 6nemli farkliliklar gdsteren Kir4. 1
ve TRPM4 kanal proteinlerinin ekspresyon diizeyleri dort grupta da Western blot ile
degerlendirildi.

Kir4.1 (42 kDa) ekspresyonu i¢in yapilan tekrarli dlgiimler tek yonliic ANOVA
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik ortaya koymamistir (p = 0.6170).
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Grup ortalamalar1 kontrol (1.000), resveratrol (1.109 £ 0.073), iskemi (1.309 + 0.404) ve
resveratrol+iskemi (1.146 + 0.404) sirasiyla incelendiginde, kontrole gore anlamli
diizeyde degisim saptanmadi. Ancak iskemi grubunda gozlenen yiiksek varyans (SEM =
0.404) bireysel deneyler arasindaki dramatik farklilig1 yansitmakta olup, bu durum patch-
clamp'ta da iskemi grubunda Kir4.1 akim komponentinin tiim hiicrelerde ayni sekilde

davranmadig1 bulgumuzla dogrudan tutarlidir (Sekil 4.30.).
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Sekil 4.30. Dort deney grubunda Kir4.1 (~42 kDa) protein ekspresyonunun

e

kantifikasyon sonrasi kiyaslanmasi (M + SEM, n = 6).

TRPM4 ekspresyonu i¢in Friedman testi gruplar arasinda anlamli bir farklilik
ortaya koymustur (p = 0.0155). Grup ortalamalar1 kontrol (1.000), resveratrol (0.806 +
0.238), iskemi (0.800 £ 0.269) ve resveratrol+iskemi (0.457 + 0.242) olarak olciildii.
Bonferroni-diizeltilmis post-hoc eslestirilmis t-testleri (o = 0.05/6 = 0.0083) ile yapilan
ikili karsilastirmalarda, resveratrol+iskemi grubu hem resveratrol grubundan (p = 0.018,
*) hem de iskemi grubundan (p = 0.017, *) anlamli bicimde daha diisik TRPM4
ekspresyonu sergilemistir. Buna karsilik kontrol-resveratrol, kontrol-iskemi, kontrol-
resveratrol+iskemi ve resveratrol-iskemi karsilastirmalart Bonferroni esiginin iistiinde
kalmistir. Bu oriintii, TRPM4 protein diizeyindeki belirgin azalmanin yalnizca iskeminin
veya yalnizca resveratroliin etkisi olarak degil, iki kosulun birlikte uygulandigi durumda
ortaya ¢ikan 0zgiil bir baskilanma oldugunu gostermektedir (Sekil 4.31.). Bu bulgu,
patch-clamp’ta resveratrol+iskemi grubundaki yedi hiicreden dordiinde TRPM4 akim

komponentinin yok ya da ¢ok zayif oldugu sonucumuzla dogrudan ortiismektedir.

76



TRPM4
p = 0,0155 (Friedman), n = 6

2.0 ” *
1
4181
c
S 161 * .
i T 1
o
a 1.4
]
E 1.2
3 1.0 .
= Kontrol Resveratrol iskemi Res+iskemi
=08

Ko

]
D 06+ \
TRPM4 —
0.4 4
0.2 ]
. Bt teetel
aaset soosedd
g s 4 [B-aktin
Kontrol Resveratrol Iskemi Resv+
Iskemi

Sekil 4.31. Dort deney grubunda TRPM4 (~134 kDa) protein ekspresyonunun
kantifikasyon sonrasi kiyaslanmasi (M £ SEM, n = 6). *p <0.05.

4.3.3. Apoptoza iliskili Proteinler: BCL-2, BAX ve Kaspaz-3

Hiicresel apoptoz yolaklarinin dort deney grubunda nasil etkilendigini
degerlendirmek amaciyla anti-apoptotik BCL-2, pro-apoptotik BAX ve apoptoz
uygulayict Kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri ol¢tildii. Tekrarli dl¢limler tek
yonlii ANOVA ii¢ protein i¢in de gruplar arasi karsilagtirmalarda istatistiksel olarak
anlamli olmadigi goriildii (BCL-2: p=0.5194, BAX: p=10.3551, Caspase-3: p = 0.6482).

BCL-2 ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda istatistiksel olarak
anlamli olmayan diislis gostermistir (p>0.05) (Sekil 4.32.). BAX ekspresyonu tersine
kiigiik bir artis egilimi gostermis, resveratrol+iskemi grubunda kontrol degerinin yaklasik
1.4 katina ytikselmistir (Sekil 4.33.). Caspase-3 ekspresyonu i¢in belirgin bir gruplar arasi
fark gbzlenmedi (Sekil 4.34.).
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Sekil 4.32. Dort deney grubunda BCL-2 (~26 kDa) protein ekspresyonunun
kantifikasyon sonrasi kiyaslanmasi (M + SEM, n = 6).
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Sekil 4.33. Dort deney grubunda BAX (~21 kDa) protein ekspresyonunun kantifikasyon
sonrasi kiyaslanmasi (M = SEM, n = 8).
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Sekil 4.34. Dort deney grubunda Caspase-3 (~32 kDa) protein ekspresyonunun
kantifikasyon sonrasi kiyaslanmas1 (M + SEM, n = 6).

BCL-2/BAX orani, hiicrenin apoptotik siirece yatkinligimi gdsteren dnemli bir
molekiiler belirtectir. Anti-apoptotik BCL-2 proteini hiicre yagamini desteklerken, pro-
apoptotik Bax proteini mitokondriyal hasar1 ve kaspaz aktivasyonunu artirmaktadir. Bu
nedenle BCL-2/BAX oranindaki azalma apoptozun arttigini, artis ise hiicresel sagkalimin
korundugunu gdostermektedir. Ayrica bu oran; noérodejeneratif hastaliklar, iskemi ve
inflamatuvar siireclerde 6nemli bir biyobelirteg olarak kabul edilmektedir (177). Bu oran
kontrol grubunda 1.000 olarak normallestirildiginde, resveratrol+iskemi grubunda
yaklasik 0.55 diizeyine gerileyerek pro-apoptotik bir kayma egilimine isaret etmistir.

Ancak bu egilim istatistiksel olarak anlamli diizeye ulagmamaistir. (p>0.05)
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Apoptoz proteinlerinde belirgin bir aktivasyon paterni gdzlenmemesi,
calismamizda saptanan oligodendrosit Olig2 ekspresyon kayiplarinin klasik kaspaz-
aracilt apoptoz yolagindan farkli yolaklarin devreye girmis olabilecegini
diistindiirmektedir. Ancak ferroptoz, nekroptoz veya otofaji i¢in spesifik belirte¢ 6l¢iimii
yapilmadigindan bu mekanizmalar ancak ileri ¢aligmalarla dogrulanabilir hipotezler

olarak kabul edilmelidir. Bu konunun ayrintili degerlendirmesi 5. Béliimde tartigilmistir.

Caligilan alt1 protein i¢in elde edilen ekspresyon diizeyleri ve istatistiksel sonuglar

Tablo 4.12.'de 6zetlenmistir.

Tablo 4.12. Dort deney grubunda alt1 proteinin ekspresyon diizeyleri (M + SEM; bagil

degerler) ve istatistiksel sonuclari.

Protein Kontrol Resveratrol Iskemi Res+iskemi p degeri
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. TARTISMA

5.1. iskemik Miyelin Hasar1 Modelinde Oligodendrosit Iyon Kanah

Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Multipl skleroz (MS) patogenezinin yalnizca otoimmiin-inflamatuvar bir siire¢
olmadigi, siirece eslik eden mitokondriyal disfonksiyon ve enerji yetersizligine bagli bir
"sanal hipoksi" (virtual hypoxia) bileseninin oligodendrosit hasarinda merkezi bir rol
oynadig1 anlayisi son yillarda giderek giliclenmektedir (40, 42). Bu mekanik perspektif,
iskemik beyin dilimi ve oksijen-glukoz yoksunlugu (oxygen-glucose deprivation, OGD)
modellerinin ~ MS  patofizyolojisinin ~ oligodendrosit-merkezli  bilesenlerinin
incelenmesinde gecerli ve giderek tercih edilen deneysel araglar haline gelmesini
saglamistir (14, 113). Calismamizda 225 pm kalinligindaki akut beyin dilimlerinde
uygulanan OGD modeli; oligodendrositlerin kendine 6zgii mikrogevresinin korunmasina
olanak vermesi, tiim-hiicre voltaj-clamp kayitlar1 ile fonksiyonel iyon kanal1 aktivitesinin
dogrudan Olgiilmesine imkan tanimast ve farmakolojik ilag uygulamalarinin ardisik
bicimde yapilabilmesi yonleriyle MS sonucu olusan demiyelinizayonun fonksiyonel-
elektrofizyolojik bileseninin incelenmesi acgisindan olduk¢a uygun bir yaklasim

sunmustur (164, 178).

Oligodendrositlerin elektrofizyolojik repertuarinda en iyi karakterize edilmis iki
potasyum bileseni ige-dogrultucu Kir4.1 ve s akimi olusturan TASK-1 (KCNK3) kanali
olup bu kanallara ek olarak Hamilton ve ark.'min yaptiklar1 bir ¢aligma ile asitle aktive
olabilen, Ca*" geg¢irgen TRPA1 kanallarinin da oligodendrositlerde ifade edildigi ve
iskemik miyelin hasarinin patogenezinde temel rol oynadigi gosterilmistir (13).
Calismamizda kontrol grubundaki yedi oligodendrosit hiicresinden dérdiinde Kir4.1,
ticiinde TRPM4 ve dordiinde TRPA1 akimina ait klasik komponentlerin tespit edilmesi,
literatiirdeki kanal dagilim sikliklartyla genel olarak uyumludur ve OGD modelimizin
oligodendrosit fonksiyonel kanal repertuarini basariyla kayit altina alabildigini
gostermektedir (164, 179). Ozellikle Kontrol-H1 hiicresinde Kir4.1, TRPM4 ve TRPA1
akim komponentlerinin tiimiiniin es zamanl olarak gézlemlenmesi bu ii¢ kanalin ayni
oligodendrosit popiilasyonunda fonksiyonel olarak birlikte bulunabildigini dogrudan

gostermektedir.
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Calismamizda kullanilan ramp protokolii (—140 mV — +40 mV, 911 ms), klasik
step protokoliine kiyasla iki belirgin avantaj sunmustur. Birincisi, ramp protokoliiniin her
bir voltaj degerinde sadece milisaniye diizeyinde Ornekleme almasi, kanal
komponentlerinin ardisik-zamanli reversal potansiyellerinin (V_rev) yiiksek voltaj
¢Oziiniirliigliyle hesaplanmasina imkan vermistir. Kontrol-H2 hiicresinde Kird.1 ve
TRPM4’iin V_rev degerleri, oligodendrositlerin K* denge potansiyeli (yaklasik =90 mV)
civarindaki klasik baskin K*-iletkenlik profilini agik¢a yansitmaktadir (15). ikincisi, ramp
protokolii kisa stireli oldugu ig¢in siirdiiriilen voltaj basamaklarina gére membran
kapasitans1 kaynakli transient akimlardan daha az etkilenmekte ve Ozellikle voltaj
bagimsiz iletkenliklerin degerlendirilmesinde daha temiz veri saglamaktadir. Bu
ozellikler, calismamizin ramp tabanli analizinin sonraki boliimlerde tartisilan grup

karsilastirmalarina nicel zemin olusturmasini saglamistir.

5.2. iskemi Siirecinde Kir4.1 ve TRPM4 Akimlarimin Baskilanmasi ve
Patofizyolojik Anlami

Calismamizin patch-clamp diizeyindeki en dikkat c¢ekici bulgusu, OGD
uygulanmis oligodendrositlerde yapilan patch-clamp 6lgiimlerinde Kird.1 ve TRPM4
fonksiyonel akim komponentlerinin neredeyse tamamen kaybolmasi ya da klasik
profillerini yitirmesi olmustur. iskemi grubunda Kir4.1 ve TRPM4 komponent genlikleri
kontrol grubuna kiyasla belirgin bi¢cimde kii¢lilmiis, komponentler tespit edilebilir ancak
kiigik genlikte kalmistir. +62 mV'da bazal akim genlikleri ¢cogu hiicrede 20-90 pA
aralifina sikismistir. Bu sonug, iskeminin oligodendrosit membran iletkenligi iizerine

sistematik baskilayici etkisini acik bigimde gostermektedir.

Kir4.1 fonksiyon kaybinin patofizyolojik onemi son yillarda yogun bi¢imde
arastiritlmistir. Schirmer ve ark., oligodendrositlerdeki Kir4.1 kanalinin akson biitiinliigii
icin gerekli oldugunu; oligodendrosit-spesifik kosullu Kenj10 (Kir4.1) silinmesinin
gorsel-uyar1 potansiyellerinde gecikme, retinal sinirlerde incelme ve ilerleyici motor
defisitlere yol actigimi gostermislerdir (7). Liu ve ark.'nin yaptiklar1 bir ¢alismada ise
Kir4.1 kanallarinin kiiciik molekiil 2-D08 ile farmakolojik aktivasyonunun OPC
farklilasmasini destekledigini ve EAE modelinde miyelin onarimini tesvik ettigini ortaya
koymustur (180). Buna ek olarak Nicot ve ark., MS hastalarinda Kir4.1'in birinci
ekstraseliiler dongiisiiniin aglikolize formuna karst otoimmiin yanit gelistigini gdsterip

kanalin bir noroinflamatuvar otoantijen olarak konumunu gii¢lendirmislerdir (181).
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Biitiin bu bulgular ¢aligmamiza paralel bir sekilde Kir4.1 fonksiyonel kaybinin yalnizca
iskemik kosullarda degil, otoimmiin ve metabolik patolojilerde de oligodendrosit 6liimii

ve aksonal hasara neden oldugunu gostermektedir.

Iskemi grubunda gozlenen TRPM4 akim komponentinin kaybolmasi ise ilk
bakista literatiirdeki klasik bilgilerle ¢elisiyor gibi goriinmektedir. Ciinkii literatiirde
TRPM4, iskemi/hipoksi kosullarinda fonksiyonel olarak yukari-regiile olan ve sitotoksik
O0deme aracilik eden bir kanal olarak rapor edilmistir (16, 97). Bu goriiniisteki paradoks
birkac sekilde aciklanabilir: birincisi, Schattling ve ark.min ¢alismasinda oldugu gibi
TRPM4'in yukari-regiilasyonu 6zellikle noronlarda ve aksonal yapilarda gdzlenmis olup,
oligodendrosit-spesifik yanitin farkli zaman-seyirleri izlemesi s6z konusu olabilir (16).
Ikincisi, Gerzanich ve ark. tarafindan detaylandirilan SUR1-TRPM4 kompleksinin de
novo ekspresyonu cogunlukla 24-48 saatlik bir gecikme sonrasinda gerg¢eklesmektedir
(97). Calismamizda kullanilan akut OGD modeli (kisa akut iskemik dénem ardindan 5-
10 dakikalik kayit) bu uzun gelisimsel durumu yakalamamis olabilir. Ugiinciisii, akut
OGD kosullarinda genel hiicre i¢i enerji ¢okiisii, TRPM4'iin de dahil oldugu ¢cogu ATP-
modiile iyon kanalinin aktivitesini birlikte baskilayan katastrofik bir membran ¢okiisii

olusturmus olabilir.

Iskemi grubunda iskemi-duyarl bilesenin (kontrol-iskemi farki) ramp analizinde
V_rev=-71.4 mV gibi K* denge potansiyeline yakin bir degerde gdzlenmesi dnemli bir
bulgudur. Bu deger, iskeminin oligodendrosit membranindaki etkisinin agirlikli olarak
K* iletkenliginin baskilanmasi lizerinden gergeklestigini diisiindliirmektedir. Hamilton ve
ark.'nin iskemik miyelin hasart modelinde tanimladiklar1t H*-bagimli TRPA1 aktivasyonu
yolagi, hiicre i¢i pH diisiisiiniin TRPAT1 aracilifiyla Ca** girisine yol actigini ve bu Ca?*
artisinin K* iletkenligini ikincil olarak baskiladigim1 ortaya koymustur (14). Bizim

sonuglarimiz bu farmakolojik durumu oligodendrosit-spesifik kosullarda gostermistir.

Kir4.1 komponentinin reversal potansiyelleri bazi hiicrelerde beklenen K denge
potansiyeline olduk¢a yakin bulunurken, bazi hiicrelerde daha depolarize degerlere
kaymustir (105). Bu durum, akut beyin dilimlerinde yapilan whole cell patch-clamp
kayitlarinda subtraksiyon analizinin yalnizca Kir4.1 akimini degil, diisiik diizeyde kalan
sizint1 iletkenlikleri ve diger rezidiiel membran akimlarin1i da igerebilmesine baglh
olabilir. Ayrica oligodendrositlerin kompleks morfolojisi nedeniyle ortaya c¢ikan bazi

simirlamalar, seri diren¢ kompanzasyonunun tam olmamasi ve BaCly uygulamasinin
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spesifik olmamas1 da reversal potansiyelinde hiicreler arast degiskenlige katkida
bulunabilir. Bu nedenle reversal potansiyelleri tek basina kanal kimligini belirlemek
amaciyla kullanilmamis olup inward rektifikasyon, BaCl, duyarliligi ve I-V profili ile

degerlendirilmistir.

TRPM4 komponentinde resveratrol grubunda sifira yakin Vrev degeri literatiirle
uyumlu olmakla birlikte, 6zellikle iskemi gruplarinda daha negatif Vrev degerleri elde
edilmistir (182). Bu bulgu, 9-fenantrol duyarli akimin saf TRPM4 akimindan ziyade
OGD kosullarinda s1zinti, rezidiiel K iletkenligi ve farmakolojik birtakim sinirliliklart

iceren bir komponent olarak degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.

Calismamizdaki en tutarli elektrofizyolojik bulgulardan biri de BaCl.-duyarli
iletkenligin yalnizca iskemi grubunda hem anlamli bir kayip iiretmesidir. Bu grupta
komponentin reversal potansiyeli K™ya yakin ve dar dagilimhidir (-78.4 + 1.7mV), yani
Olciilen akim gergekten K*-secici bir iletkenlige (Kir4.1) karsilik gelmektedir. Kir4.1
(KCNIJ10), oligodendrositlerin dinlenim potansiyelini belirleyen ve juksta-aksonal K*
tamponlamasini saglayan baslica igeri dogrultucu potasyum kanali olup, oligodendrosite
0zgl kaybi aksonal dejenerasyona yol agmakta ve noron-oligodendrosit K* mekiginin
bozulmasi demiyelinizan hasarda néronal hipereksitabiliteye katkida bulunmaktadir (7,
164, 183). Kontrol ve resveratrol gruplarinda ayn1 komponentin reversal potansiyelinin
cok genis dagilim gostermesi, bu hiicrelerde bazal sizinti iletkenliginin belirgin bigimde
yuksek olmasi ve gorece kiiclik Kird.1 bileseninin bu arka plan {izerinde gilivenilir

bicimde ¢oziilememesiyle agiklanmaktadir (184).

TRPM4-duyarli komponente iliskin bulgular ise dikkatle yorumlanmalidir.
TRPM4 secici olmayan bir katyon kanali oldugundan 9-fenantrol-duyarli akimin reversal
potansiyelinin 0 mV civarinda (P_Na/P_K = 1) olmas1 beklenirken, ¢caligmamizda higbir
grupta bu degere ulagilmamistir. Bunun baslica nedeni, 9-fenantrol'in TRPMS iizerinde
etkisiz olmakla birlikte TRPM4'ii bloke ettigi konsantrasyon araliginda Ca?" ile aktive
olan kloriir kanali TMEM16A'y1 da inhibe etmesi olabilir (159, 185, 186). Dolayisiyla
6l¢iilen akimin bir kloriir bilesenini icerdigi diigiiniilebilir. Ayrica iskemik gruplarda bu
komponentin genligi giiriiltii diizeyine yaklastigindan, hesaplanan reversal potansiyeli
komponentini degil de rezidiiel sizinti akimini1 yansitmakta ve bunun sonucunda
potansiyel K™a dogru kaymaktadir. Bu nedenle diisiik gecirgenlik orani, TRPM4

baskilanmasiin bagimsiz bir kaniti olarak sunulamaz. SUR1-TRPM4 kompleksinin
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MSS hasarinda indiiklendigi ve hiicresel sismeye aracilik ettigi iyi belgelenmis
oldugundan, bu bilesenin ex vivo dilim kaydinda izole edilememesi kanalin
patofizyolojik Onemini degil, tek-hiicre rampa kaydimnin ¢6ziiniirlik siirlarini
yansitmaktadir. Bu durum da TRPM4'e iligkin asli kanitimizin Western blot verileri
oldugu goriilmektedir. Resveratroliin komponent diizeyinde anlamli etki géstermemesi
de beklenmedik bir durum degildir. Ciinkii resveratroliin koruyucu etkisi biiyiik 6l¢iide
SIRT1 ve NRF2 yolaklar iizerinden saatler-giinler 6lgeginde gelisen transkripsiyonel
yanitlara dayanmaktadir (162).

Bu calismada I-V egrilerinden hesaplanan slope conductance degerleri, OGD
kosullarinda oligodendrosit membraninin pasif ve farmakolojik olarak duyarl iletkenlik
profilinin belirgin bigimde degistigini gdstermektedir. Ozellikle iskemi grubunda bazal
iletkenligin diisiik olmas1 ve BaCl, uygulamasiyla ortaya ¢ikan anlamli iletkenlik kaybz,
OGD’nin oligodendrositlerde K* agirlikli membran iletkenligini ve Kird.1 ile iliskili
farmakolojik yanit kapasitesini baskilayabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte,
bazal gk degerlerinin gruplar arasinda miidahale 6ncesinde de farklilik gdstermesi, bu
bulgunun yalnizca OGD etkisi olarak yorumlanmasini sinirlandirmaktadir. Bu nedenle
mevcut veriler, OGD’nin dogrudan ve tek basina Kird4.1 kaybi olusturdugunu
gostermekten ziyade, iskemik kosullarda oligodendrositlerin diisiik iletkenlikli ve
farmakolojik uyartya kisith yanit veren bir elektrofizyolojik fenotipe gectigini
desteklemektedir. Resveratrol+iskemi grubunda akim komponentlerinin tiimiiyle
normale donmemesine ragmen bazi farmakolojik yanitlarin korunmasi, resveratroliin
hasarli oligodendrositlerde kanal protein ekspresyonunu dogrudan artirmaktan cok,
mevcut kanal havuzunun modiile edilebilirligini veya membran diizeyindeki fonksiyonel
yanit verebilirligi kismen siirdiirdiiglinii diisiindiirmektedir. Bu durum, Kir4.1 protein
diizeyinde anlamli degisiklik olmamasina karsin fonksiyonel yanitin baskilanmasiyla
uyumlu olup, akut OGD’de kanal fonksiyon kaybinin protein kaybindan ziyade membran
lokalizasyonu, kanal gating’i, hiicre i¢i pH/ATP degisimleri veya post-translasyonel
diizenlemelerle iligkili olabilecegini gostermektedir. Bu c¢alismada I-V egrilerinden
hesaplanan slope conductance degerleri, OGD kosullarinda oligodendrosit membraninin
pasif ve farmakolojik olarak duyarli iletkenlik profilinin belirgin bi¢imde degistigini
gostermektedir. Ozellikle iskemi grubunda bazal iletkenligin diisiik olmasi ve BaCl>
uygulamasiyla ortaya ¢ikan anlamli iletkenlik kaybi, OGD’nin oligodendrositlerde K"

agirlikli membran iletkenligini ve Kir4.1 ile iligkili farmakolojik yanit kapasitesini
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baskilayabilecegini diislindiirmektedir. Bununla birlikte, bazal gk degerlerinin gruplar
arasinda miidahale 6ncesinde de farklilik gdstermesi, bu bulgunun yalnizca OGD etkisi
olarak yorumlanmasini sinirlandirmaktadir. Bu nedenle mevcut veriler, OGD’nin
dogrudan ve tek basma Kir4.1 kaybi olusturdugunu gostermekten ziyade, iskemik
kosullarda oligodendrositlerin diisiik iletkenlikli ve farmakolojik uyariya kisitli yanit
veren bir elektrofizyolojik fenotipe gectigini desteklemektedir. Resveratrol+iskemi
grubunda akim komponentlerinin tiimiiyle normale dénmemesine ragmen bazi
farmakolojik yanitlarin korunmasi, resveratroliin hasarli oligodendrositlerde kanal
protein ekspresyonunu dogrudan artirmaktan c¢ok, mevcut kanal havuzunun modiile
edilebilirligini veya membran diizeyindeki fonksiyonel yanit verebilirligi kismen
stirdlirdiiglinti diisiindiirmektedir. Bu durum, Kir4.1 protein diizeyinde anlaml1 degisiklik
olmamasina karsin fonksiyonel yanitin baskilanmasiyla uyumlu olup, akut OGD’de kanal
fonksiyon kaybinin protein kaybindan ziyade membran lokalizasyonu, kanal gating’i,
hiicre i¢ci pH/ATP degisimleri veya post-translasyonel dilizenlemelerle iliskili

olabilecegini gostermektedir.

5.3. Resveratrol On-Uygulamasinin Oligodendrosit Kanal Fonksiyonu

Uzerine Koruyucu Etkisi

Resveratrol+iskemi grubunda Kir4d.1 ve TRPM4 komponent genlikleri iskemi
grubuna benzer bigimde diisiik kalmakla birlikte, bu grup iceri-yonlii akimin farmakolojik
modiilasyonu agisindan iskemi grubundan belirgin bigimde ayrigmistir. Iskemi grubunda
bazal kayittan son uygulama basamagina kadar igeri yonlii akim biliyiik oOlcilide
degismeden kalirken, resveratrol+iskemi grubunda akim ardisik uygulamalarla giderek
ve belirgin bi¢imde artmig, BaClz ve 9-fenantrol uygulamalarinin akimi kademeli olarak
modiile edebildigi gozlenmistir. Iki grup arasindaki fark, uygulamanin tiim
basamaklarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu bulgu, resveratroliin iskemik
kosullarda dahi Kir4.1 ve TRPM4 kanallarinin farmakolojik olarak modiile edilebilir
duruma getirebildigini ve bu kanallarin fonksiyonelligini biiyiik Ol¢iide korumaya

yardimci oldugunu gostermektedir.

Bu fonksiyonel korunma, ramp protokoliinden elde edilen reversal potansiyel
analiziyle de desteklenmektedir. Resveratrol+iskemi grubunda tespit edilebilen Kir4.1
komponentlerinin reversal potansiyelleri K* denge potansiyeli civarinda toplanmig, bu da

tespit edilebilen komponentlerin K*-baskin iletkenlik kimligini korudugunu gostermistir.
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Resveratroliin etkisi yalnizca akim biiyiikliigii diizeyinde degil, kanal komponentlerinin
molekiiler kimligi diizeyinde de kendini gostermektedir. Bu paterne literatiirde de kismi
destek bulunmaktadir: Alquisiras-Burgos ve arkadaslari, insan beyin mikrovaskiiler
endotel hiicrelerinde (HBEC-5i) resveratrol 6n uygulamasinin OGD/reoksijenasyon
kosullarinda indiiklenen SUR1-TRPM4 ekspresyonunu baskiladigin1 ve fonksiyonel
kompleks aktivitesinin gostergesi olan hiicre i¢i Na* birikimini azalttigin1 gostermistir
(103). Calismamiz bu koruyucu etkinin oligodendrosit diizeyinde, fonksiyonel iyon

kanali aktivitesi parametreleri tizerinden de gecerli oldugunu ortaya koymaktadir.

Western blot verileri bu fonksiyonel tabloyu tamamlamaktadir. TRPM4 protein
ekspresyonu resveratrol+iskemi grubunda kontrol degerinin yaklasik yarisina diismiistiir.
Patch-clamp'ta da ayni1 gruptaki hiicrelerin ¢gogunda TRPM4 akim komponentinin yok ya
da ¢ok zayif oldugu bulgusu, bu protein-fonksiyon paralelligini dogrulamaktadir. Birlikte
degerlendirildiginde resveratrol, iskemik kosullarda kanal proteininin bir kismini
eksprese diizeyinde de baskilayarak kalan kanallar1 ise farmakolojik olarak modiile

edilebilir bir havuz halinde koruyarak iki diizeyli bir néroprotektif etki sergilemektedir.

5.4. Olig2 Kaybi ve Kaspaz-Bagimsiz Hiicre Oliim Mekanizmalarinin

Degerlendirilmesi

Olig2 protein ekspresyonundaki belirgin azalma (6zellikle resveratrol+iskemi
grubunda kontrole gore yaklasik %55°lik diisiis) calismamizin en siirpriz bulgularindan
biridir. Ik bakista bu sonug paradoksal goriinmektedir. Ciinkii hipotezimiz resveratroliin
oligodendrositleri korumasi yoniindeydi. Ancak bu bulgu son birkag yilda hizla gelisen
yeni bir literatiirle birlikte degerlendirildiginde anlam kazanmaktadir. Kaddatz ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢aligma, metabolik stres altindaki oligodendrositlerde Olig2 protein
ekspresyonunun mRNA diizeyinde degisiklik olmaksizin hizla post-translasyonel olarak
kayboldugunu gostermistir (187). Yazarlar bu bulguyu kuprizon toksik demiyelinizasyon
modelinde gostermis ve OLIG2-diislik olarak adlandirdiklart stres-iliskili oligodendrosit
poplilasyonunun integre stres yanitt (Activating Transcription Factor 3, ATF3)
belirtecleri ile pozitif boyandigini rapor etmislerdir. Bu c¢ercevede calismamizda
resveratrol+iskemi grubunda gozlenen Olig2 kaybi, total oligodendrosit dliimiinden

ziyade hiicrelerin metabolik stres yanitinin bir gostergesi olarak yorumlanabilir.

Bu yorumu giiclendiren en o6nemli bulgumuz, BCL-2, BAX ve Kaspaz-3

ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmamis olmasidir.
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Klasik kaspaz-bagimli apoptoz yolaginin aktive edilmemis olmasi, calismamizda
gbzlenen Olig2 kaybinin ve fonksiyonel kanal degisikliklerinin alternatif hiicre 6liim
mekanizmalar1 (nekroptoz, ferroptoz veya otofajik hiicre 6liimii) ile iligkili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Chapman ve ark., olgunlagsmis oligodendrositlerin akut hasara
ekzekiitor Kaspaz-3 aktivasyonu olmaksizin yanit verdigini ve gecikmis bir DNA-hasar
tabanli yolakla oldiiklerini gostermislerdir (188). Bu literatiir, klasik apoptoz
proteinlerindeki sessizlikle birlikte gézlenen Olig2 kaybinin, oligodendrosit-spesifik bir

gec hiicre-stres yanitini yansitiyor olabilecegini giiclendirmektedir.

Anti-apoptotik BCL-2 ile pro-apoptotik BAX proteinlerinin orani, hiicrelerin
apoptotik siirece yatkinligini gosteren énemli bir molekiiler belirtectir (177). Kontrol
grubunda 1.00 olarak normallestirildiginde, resveratrol+iskemi grubunda BCL-2/BAX
orani yaklasik 0.55 diizeyine gerileyerek pro-apoptotik bir kayma egilimine isaret
etmistir. Ancak bu egilim istatistiksel olarak anlamli diizeye ulagsmamistir. Bu sinirda
kayma, klasik apoptoz yolaginin tam anlamiyla aktive olmasa da hiicresel stres
dengesinin pro-apoptotik tarafa hafifce meylettigine isaret etmekle birlikte calismamizda
gozlenen Olig2 kaybinin asil olarak kaspaz-bagimsiz yolaklar iizerinden gerceklestigi

yorumunu desteklemektedir.

5.5. Kir4.1 Protein-Fonksiyon Ayrismasi ve Reversibl Post-Translasyonel

Mekanizmalar

Calismamizin en dikkat ¢ekici molekiiler bulgularindan biri, Kird.1 protein
ekspresyonunun gruplar arasinda anlamli bigimde de§ismemis olmasidir. Buna karsin
iskemi grubunda gozlenen yiiksek varyans, patch-clamp bulgularimizla iyi bir tutarlilik
gostermektedir. Iskemi grubu hiicrelerinde Kir4.1 fonksiyonel aktivitesi tiim hiicrelerde
ayni sekilde davranmamais, bazi hiicreler kiiciik ve klasik bir Kir4.1 profili sergilerken
bazilar1 atipik veya silik profiller gostermistir. Western blot'taki yiiksek varyans, bu
hiicre-hiicre degiskenligin protein diizeyindeki yansimasi olabilir. Benzer bir tablo Song
ve arkadaslar tarafindan gegici orta serebral arter okliizyonu (tMCAQ) modelinde de
bildirilmigtir. NG2-glia hiicrelerinde Ba**-duyarli Kir4.1 akimlari, iskemik tarafta
kontralateral degerlerin yaklasik dortte birine diismiis, buna karsin protein diizeyindeki
azalmanin akim kaybiyla dogrusal bir iligki gdstermedigi vurgulanmistir (189). Bizim

calismamizda da fonksiyonel akimin belirgin diisiisiine karsilik Kir4.1 protein
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ekspresyonunda paralel bir azalmanin gdzlenmemesi, bu literatiirle uyumlu bir

patofizyolojik tabloya isaret etmektedir.

Bu bulgu 6nemli bir mekanizmaya isaret etmektedir: Iskemi kosullarinda
Kir4.1'in fonksiyonel kayb1 agirlikli olarak protein degradasyonundan kaynaklanmaz.
Bunun yaninda kanal kapama, kiimelesme bozuklugu, post-translasyonel
modifikasyonlar (6zellikle fosforilasyon) veya membran lokalizasyon bozuklugu gibi
reversibl mekanizmalardan kaynaklanmis olabilir. Bu yorumun molekiiler temeli iyi
tanimlanmistir. Wang ve arkadaslari, Kir4.1 proteininin Src ailesi protein tirozin kinazlari
(SFK) tarafindan fosforillendigini ve bu modifikasyonun kanal aktivitesi i¢in belirleyici
oldugunu kiitle spektrometri ve elektrofizyolojik kayitlarla gostermislerdir. SFK
inhibisyonu kanal akimin1 protein miktarindan bagimsiz bi¢imde baskilamaktadir (190).
Brasko ve arkadaslari ise oligodendrositlerdeki Kir4.1/Kir5.1 kompleksinin PKA, PIP,
hiicre i¢i pH ve CO: tarafindan dinamik bi¢gimde diizenlendigini, sitoplazmik bir Kir5.1
havuzunun fosforilasyona bagimli etkilesimler araciligtyla heteromerik kanali membrana
yonlendirdigini ve bu yapinin ekstraseliiler ortam degisikliklerine hizli bir membran
cevabr sagladigini rapor etmistir (164). Bu literatiir 15181nda ¢alismamizin bulgusu,
iskemik enerji ¢okiigiiyle birlikte diisen ATP ve PIP: diizeylerinin ya da pH/Ca**
degisikliklerinin SFK/PKA aracili fosforilasyon dengesini bozarak membran Kir4.1
havuzunu fonksiyonel olarak susturdugu ancak protein degradasyonunu tetikleyecek
kadar uzun siireli olmadig1 bir senaryoyu desteklemektedir. Bu reversibl durum,
calismamizin temel hipotezinin (resveratrol onisleminin Kir4.1 fonksiyonel kaybin
kismen Onleyebilmesi) molekiiler temelini olusturmaktadir: Resveratrol, heniiz protein
diizeyinde gerceklesmemis olan kanal aktivitesi kaybmin oniine fonksiyonel diizeyde

gecmistir.

Kanal proteininin varligin1 korumakla birlikte fonksiyonel aktivitesini yitirmesi,
literatiirde de tarif edilen bir patofizyolojik durumdur. ATP-duyarli potasyum
kanallarinin enerji yetmezliginde modiilasyonu, PIP, bagimli kanallarin lipid mikroortam
degisiklikleriyle kapanmas1 ve potasyum kanallarinin fosforilasyon durumlarina gore
membrandan uzaklastirilmas1 bu reversibl mekanizmalarin bilinen Ornekleridir. Bu
kavramin en agik deneysel ispatlarindan biri yapilan bir calismada SeSAME sendromu
Kir4.1 mutantlar {izerinde gosterilmistir. Hiicre yiizeyi biyotinlenme deneyleri, R297C,
C140R ve T164I gibi mutasyonlarin plazma membranina eksprese oldugunu (yani protein

varligint korudugunu) ancak fonksiyonel akim iiretmedigini ortaya koymustur (191).
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Yani Kir4.1'de "protein var, fonksiyon yok" tablosu hem genetik hem edinsel kosullarda
gbzlenen tutarli bir patofizyolojik durumdur. Bizim akut OGD modelimizde de biiyiik
olasilikla benzer bir prensip islemekte, ancak temel altta yatan mekanizma mutasyon
degil, post-translasyonel/biyofiziksel kanal susturulmasidir. Benzer bir reversibl tablonun
baska bir membran proteininde de gdsterilmis olmasi bu yorumu gii¢lendirir. Simsek ve
ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada, kardiyak NHEI tasiyicisinin akut hipoksi sirasinda total
protein miktarinda degisiklik olmaksizin sarkolemmadan igsellestirilerek fonksiyonel
olarak sustugunu ve reoksijenasyon ile aktivitenin geri kazanildigini gostermistir (192).
Bu, iskemik stresin geri donilisiimlii membran kanal/tasiyic1 susturmasinin protein-
fonksiyon ayrigmasi ile karakterize oldugu fikrini bagimsiz bir membran proteininde

dogrulamaktadir.

Bu mekanizmanin temelinde hiicresel sonu¢ acisindan da anlamli bir karsiligi
vardir. Yapilan yakin tarihli bir ¢aligmada, iskemik inmede NG2-glia hiicrelerinde Kir4.1
kanalinin kii¢lik molekiil agonistleriyle aktivasyonunun remiyelinizasyonu destekledigini
gostermistir (158). Ayni sekilde yapilan bir calismada, Kir4.1'in oligodendrosit gelisimini
Na'/H* degistiricisi lizerinden hiicre i¢i pH'1 diizenleyerek destekledigini bildirmistir
(193). Yani protein diizeyinde korunmus, ancak fonksiyonel olarak susturulmus bir
Kir4.1 havuzunun varlig, terapdtik acidan yeniden aktive edilebilir bir hedef oldugu
anlamina gelmektedir. Caligmamizda resveratrol+iskemi grubunda gdzlenen kanal
komponentlerinin yeniden ortaya ¢ikist ve farmakolojik modiilasyona yanit vermesi, bu

yorumla dogrudan ortiismektedir.

Son olarak, TRPM4 ekspresyonunda gozlenen azalma (6zellikle
resveratrol+iskemi grubunda) ile Kir4.1 ekspresyonunun korunmasi arasindaki bu
ayrisma, iki kanalin iskemik yamtta farkli molekiiler yolaklarla etkilendigine isaret
etmektedir. Kir4.1 icin agirlikli mekanizma reversibl post-translasyonel susturma iken,
TRPM4 icin klasik ekspresyon-bazli bir diizenleme (muhtemelen resveratroliin
SIRT1/AMPK yolag: iizerinden gen ekspresyonunu da modiile etmesi) s6z konusu
olabilir (127). Bu iki katmanli diizenleme tablosu, resveratroliin iskemik miyelin hasarina
kars1 koruyucu etkisinin tek bir mekanizmaya degil hem ekspresyon hem fonksiyonel

diizeyde paralel miidahalelere dayandigini diisiindiirmektedir.
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5.6. Dinlenim Membran Potansiyeli ve Iceri Yonlii Akim Bulgularinin

Degerlendirilmesi

Calismanin subtraction temelli kanal komponenti analizlerini tamamlayan iki
tiim-hiicre parametresi (dinlenim membran potansiyeli (RMP) ve ardisik ilag
uygulamalar1 sirasindaki igeri yonlii akim biiytikliigli) kanal diizeyindeki bulgularla

tutarl bir tablo ortaya koymustur.

Dort deney grubunda akim-kenetleme konfigiirasyonunda 6lgiilen RMP degerleri
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gdstermistir. Iskemi grubunun RMP
ortalamas1 tiim gruplar icinde en hiperpolarize deger olarak saptanmistir. Ik bakista bu
bulgu, Kir4.1 fonksiyonel kaybinin membran depolarizasyonuna yol agtigini gosteren
literatiirle celisiyor gibi goriinmektedir. Neusch ve ark., Kir4.1 geninin silinmesinin
oligodendrositlerde RMP'yi —59.7 mV'dan —34.3 mV'a kadar depolarize ettigini
bildirmistir (51). Ancak ¢aligmamizda Olciilen deger, kalic1 genetik bir Kir4.1 kaybini
degil, akut iskemik strese verilen erken hiicresel yanit1 yansitmaktadir. Akut oksijen-
glukoz yoksunlugu kosullarinda hiicre dis1 K* konsantrasyonunun yiikselmesi ve enerji
bagimli iyon tastyicilarinin bozulmasi, kisa vadede membrani paradoksal bi¢imde
hiperpolarize edebilir. Bu durum, ge¢ donemde gelisen depolarizasyondan 6nce gelen bir
evre olarak degerlendirilmelidir. Iskemi grubunun bu denli homojen ve dar dagilim
gostermesi, kaydedilen popiilasyonun benzer bir akut yanit evresinde yakalandigina isaret

etmektedir.

Calismamizda resveratrol+iskemi grubunda RMP ortalamasi kontrol grubuna
belirgin bigimde yaklagmistir. Iskemi ile resveratrol+iskemi gruplari arasindaki fark
istatistiksel anlamlilik sinirimin hemen iizerinde kalmis olsa da gozlenen egilim
resveratrol On-uygulamasmin iskemiye bagli membran potansiyeli kaymasini
sinirlandirma yoniindedir. Bu gozlem, resveratrol+iskemi grubunda Kir4.1 ve TRPM4
akim komponentlerinin bazi hiicrelerde yeniden ortaya ¢ikmast ve V_rev dagiliminin
iskemi grubuna kiyasla belirgin bicimde daralmasi bulgulariyla aymi yéndedir. Ug
bagimsiz parametre (kanal komponenti sikligi, V_rev homojenligi ve RMP) tutarh
bicimde resveratroliin hasarli oligodendrositlerin elektrofizyolojik kimligini stabilize
ettigine isaret etmektedir. Resveratrol grubunda ise RMP en depolarize degeri
sergilemistir. Bu grupta hem genis dagilim hem de depolarize ortalama, resveratroliin
iskemik olmayan kosullarda kanal aktivitesi iizerinde heterojen ve kismen inhibitdr bir

etki gosterdigine iliskin dnceki bulgularimizla uyumludur.
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Ardisik ilag uygulamalari sirasinda dlgiilen igeri yonli akim biiyiikligii, iskemi
ve resveratrol+iskemi gruplar1 arasinda belirgin bir ayrisma ortaya koymustur. Iskemi
grubunda iceri yonlii akim, bazal kayittan son uygulama basamagina kadar tiim
asamalarda biiylik Ol¢iide degismeden kalmistir. Bu durum, iskemiye maruz kalan
hiicrelerde kanal popiilasyonunun farmakolojik uyaranlara yanit verme kapasitesini
biiylik Olclide yitirdigine isaret etmektedir. Buna karsilik resveratrol+iskemi grubunda
iceri yonlii akim ardisik uygulamalarla giderek ve belirgin bigimde artmistir. Iskemi
grubunda akimin uyaranlara yanitsiz kalmasi, Boliim 5.5'te tartisilan "kanal proteini
varligint korumakla birlikte fonksiyonel aktivitesini yitirir" seklindeki protein-fonksiyon

iligkili yorumunu biitiin-hiicre diizeyinde de desteklemektedir.

5.7. Cahismanin Simirhhiklar:

Calismamizin bulgulariin  yorumlanmasinda bazi sinirliliklar1 g6z Oniinde
bulundurmak gerekmektedir. Birinci olarak, her patch-clamp grubunda nispeten diisiik
hiicre sayisinin (n = 5-7) bulunmasi, gruplar arasi karsilagtirmalarda istatistiksel gii¢
sinirlamasina yol agnmustir. Ozellikle ramp protokoliinden hesaplanan reversal potansiyel
degerlerinin istatistiksel anlamliliga ulasmamis olmasinda bu 6rneklem genisliginin pay1
vardir. Ancak calismamizda her hiicrenin ardisik bes ila¢ asamasinda detayli kayitlarinin
alinmasi ve subtraction analizleriyle kanal-spesifik bilesenlerin ayristirilmasi, nicel
saptamalarin yaninda niteliksel akim profili karsilastirmasim1 da olanakli kilmistir.
Ayrica, akut beyin dilim hazirliginda gigaseal basar1 orani, hiicre stabilitesi ve
oligodendrositlerin hiicre tipinin dogrulanmasimnin teknik zorluklar1 g6z Oniine
alindiginda bu hiicre sayisi, oligodendrosit patch-clamp literatiirii i¢in karsilastirilabilir

diizeydedir.

Ikinci olarak, ¢aligmamizda fonksiyonel olarak patch-clamp ile incelenen TRPA1
kanalinin protein ekspresyon diizeyi Western blot ile degerlendirilememistir. Bu durum,
TRPAL igin protein-fonksiyon iligkisinin Kir4.1 ve TRPM4 diizeyinde oldugu kadar
biitlinciil bigimde tartisiimasini  sinirlandirmistir.  Gelecek ¢alismalarda TRPAI1
ekspresyonunun da Western blot ve qRT-PCR ile degerlendirilmesi, oligodendrosit-
spesifik iskemik yanitin kanal diizeyinde daha eksiksiz bir tablosunun ¢izilmesine olanak

saglayacaktir.

Ucgiincii olarak, kullandigimiz akut OGD modeli, MS'in kronik ve tekrarlayici

patofizyolojisini tam olarak yansitmamaktadir. MS'te goriilen miyelin hasar1 haftalar-
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aylar siiren bir siirecte gerceklesirken bizim modelimizdeki iskemi maruziyeti dakikalar
diizeyindedir. Bu nedenle, ¢alismamizda saptanan molekiiler etkilerin (6zellikle Olig2
ekspresyonundaki azalma) kronik iskemik kosullarda nasil evrilecegi, uzun siireli OGD
veya kronik EAE modelleri ile ex vivo olarak ileride incelenmesi gereken bir konudur.
Bu baglamda, organotipik beyin dilim kiiltiirlerinde giinler-haftalar siiren iskemik
maruziyet protokolleri calisgmamizin bulgularinin zaman-bagimli evrimini incelemek igin

uygun bir platform sunabilir (114).

Dordiincii olarak, resveratroliin biyoyararlanimi klinik ¢eviride dnemli bir engel
olarak durmaktadir. Resveratrol oral alimdan sonra hizla glukuronid ve siilfat
metabolitlerine doniismekte ve plazma yari-omrii kisa kalmaktadir (194). Ayrica kan-
beyin bariyerini ge¢gme orani siirhidir. Calismamiz bu konuyu dogrudan kapsamamis
olsa da gelecek calismalarda nanopartikiil-kapsiillii, lipozomal veya intranazal resveratrol
formiilasyonlarinin kullanilmast; in vivo ndroprotektif etkilerin molekiiler hedeflere daha
verimli ulagmasma imkan verebilir. Ozellikle laktoferrin-konjiige edilmis PLGA
nanopartikiilleri ile resveratroliin beyin biyoyararlaniminin énemli dlgiide artirildigi in
vivo Alzheimer modellerinde gosterilmistir. Benzer formiilasyonlarin MS modellerinde

de denenmesi anlamli olabilir (194).

Besinci olarak, calismamizda kullanilan ila¢ konsantrasyonlari (resveratrol i¢in
literatiirde kullanilan 50 uM, polygodial 100 uM, BaCl. 100 uM, 9-fenantrol 30 uM)
patch-clamp deneyleri i¢in kabul goren doz araliklarinda olmakla birlikte, in vivo elde
edilebilen plazma/doku konsantrasyonlarindan yiiksektir. Bu nedenle, ¢aligmamizda
gozlemlenen kanal modiilasyon etkilerinin in vivo esdeger dozlarda da gosterilebilmesi
icin doz-yanit egrilerinin olusturulmasi ve fizyolojik aralikta etkinin dogrulanmasi
gereklidir. Bu calismada gk ve GHK temelli analizler patch-clamp bulgularinin
biyofiziksel yorumunu gii¢lendirmekle birlikte, bu analizlerin baz1 sirliliklar
bulunmaktadir. Oncelikle gk hesaplamalar1 ramp I-V egrisinin belirli bir negatif voltaj
araligindaki slope conductance degerine dayandigindan, tiim hiicrelerde ayni voltaj
aralig1 kullanilmis olsa da hiicre boyutu, membran kapasitansi, seri diren¢ degisimleri ve
kayit stabilitesi sonuglar1 etkileyebilir. Ayrica GHK ile hesaplanan goreli Na+/K+
gecirgenlik oranlari, blokor duyarli subtraction akimlarinin reversal potansiyellerinden
tiiretildigi ve baz1 gruplarda gecerli hiicre sayis1 diisiik oldugu icin kesin kanal seciciligi
gostergesi olarak degil, destekleyici ve hipotez olusturucu bir analiz olarak

degerlendirilmelidir. Bu nedenle c¢alismanin ana elektrofizyolojik sonucu, GHK
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oranlarindan ziyade BaCl.duyarli-Kir4.1 ile iligkili ve 9-fenantrol duyarli-TRPM4 ile
iligkili farmakolojik komponentlerin genlik ve iletkenlik profilleri {izerinden

yorumlanmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada, oksijen-glukoz yoksunlugu (OGD) ile olusturulan ex vivo iskemik

miyelin hasar1 modelinde resveratroliin oligodendrosit Kir4.1, TRPM4 ve TRPA1 iyon

kanallar {lizerine etkileri patch-clamp ve Western blot yontemleri ile biitiinlesik bicimde

degerlendirildi. Elde edilen baslica bulgular ve gelecek c¢alismalara yonelik oneriler

asagida 6zetlendi.

1.

Iskemik kosullar, Corpus Callosum oligodendrositlerinde Kir4.1 ve TRPM4 akim
komponentlerini belirgin bicimde baskilamis ve resveratrol uygulamasi bu
fonksiyonel kaybi tam olarak tersine ¢evirmemekle birlikte kanallar1 farmakolojik
ajanlara yanit verebilir bir profile yaklastirarak modiile edilebilir bir kanal
havuzunun korunmasini saglamistir. Bu bulgu resveratroliin her kosulda es
diizeyde koruyucu bir etki sergilemedigini ancak OGD kosullarinda

oligodendrosit iyon kanali yanit profilini modiile edebildigini diisiindiirmektedir.

TRPM4 protein ekspresyonu gruplar arasinda farklilik gosterdigi goriildii.
Resveratrol+iskemi grubunun hem resveratrol hem de iskemi gruplarina kiyasla
daha diisiik diizeyde TRPM4 ekspresyonu sergiledigi gozlendi. Bu durum
TRPM4 baskilanmasinin yalnizca iskemiye veya yalnizca resveratrole 6zgi
olmadigini, iki kosulun birlikte uygulandigi durumda ortaya ¢ikan 6zgiil bir etki
olabilecegine gostermektedir. Bunun yaninda bu durum, patch-clamp kayitlarinda
aym gruptaki hiicrelerin ¢ogunda TRPM4 komponentinin yok ya da ¢ok zayif

bulunmasiyla uyumlu goriinmektedir.

Olig2 protein ekspresyonu 6zellikle resveratrol+iskemi grubunda belirgin azalma
gosterdigi goriildii, buna karsilik klasik apoptoz belirteclerinde (Bcl-2, Bax,
Caspase-3) kayda deger bir degisiklik gozlenmedi. Bu oriintii, oligodendrosit
kaybinin kaspaz-aracili klasik apoptozdan farkli yolaklarla (post-translasyonel
mekanizmalar veya alternatif hiicre Olim yolaklar1) seyrediyor olabilecegini

diistindiirmektedir.

Kird.1 protein ekspresyonu gruplar arasinda belirgin bir farklilasma
gostermezken, patch-clamp kayitlarinda Kir4.1 akim komponentinin iskemi
kosullarinda belirgin bigimde baskilandig1 goriildii. Bu protein-fonksiyon

ayrismasi, kanalin fonksiyonel kaybinin protein diizeyinde degil; olasi post-
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translasyonel ~mekanizmalar (fosforilasyon, oksidasyon veya membran

degisiklikleri) ile gerceklesiyor olabilecegine isaret etmektedir.

. Calismamizda iskemi ve resveratrol+iskemi gruplarinda polygodial
uygulanmadig1 i¢gin TRPA1 akimi dogrudan olclilemedi ve TRPA1 protein
ekspresyonu Western blot ile degerlendirilemedi. Gelecek calismalarda
polygodial igeren protokollerin tiim gruplara uygulanmasi, TRPAI1
ekspresyonunun Western blot ve qRT-PCR ile degerlendirilmesi ve farmakolojik
ajanlarin DMSO bagimli bilesenden tam olarak ayrigtirilabilmesi amaciyla paralel
bir kontrol grubunun eklenmesi oligodendrosit-spesifik iskemik yanitin kanal

diizeyinde daha eksiksiz bi¢imde tanimlanmasina katki saglayacaktir.

. Olig2 kaybmin klasik apoptoz digindaki yolaklarla seyrettigi hipotezinin
dogrulanmas1 amaciyla, gelecek calismalarda ferroptoz (GPX4, ACSL4, MDA),
nekroptoz (RIP1, RIP3, MLKL) ve otofaji (LC3, p62) i¢in 6zgiil belirteclerin
degerlendirilmesi yarar saglayacaktir. Ayrica Kird.1 protein-fonksiyon
ayrigmasinin altinda yatan post-translasyonel mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in
fosforilasyon-6zgiil antikorlar, yiizey-biyotinilasyon ve PIP» baglanmasina

yonelik ¢aligmalarin yapilmasi dnerilmektedir.

. lletkenlik ve GHK gegirgenlik analizleri, Kir4.1 ve TRPM4 komponentlerinin
gruplar arasinda anlamli farklilik gostermedigini, buna karsilik BaCl.-duyarlt
iletkenligin yalnizca iskemi grubunda tutarli ve anlamli bir azalma iirettigini ve
bu grupta potasyum denge potansiyeline yakin reversal potansiyeliyle beklenen
K*-secici Kir4.1 degerlerini sergiledigini ortaya koymustur. Elektrofizyolojik
Ol¢timlerin diisiik 6rneklem sayisi, yiliksek bazal sizint1 iletkenligi gibi durumlar
nedeniyle sinirl ¢dziiniirliige sahip oldugu gdz oniinde bulundurulmahdir. Ileri
calismalarda iletkenliklerin  hiicre = kapasitansina normalize  edilmesi

Onerilmektedir.

. Bucaligmadaki ex vivo OGD modeli akut iskemik miyelin hasarini modellemekte
olup, bulgularin kronik demiyelinizasyon ve gercek MS patolojisi kosullarindaki
gecerliligi, in vivo kuprizon veya EAE modellerinde resveratrol uygulamasinin
iyon kanali merkezli sonuglarla degerlendirilmesini  gerektirmektedir.
Resveratroliin biyoyararlaniminin siirli olmasi nedeniyle, kan-beyin bariyerini

gecirebilen nano-partikiil tasiyicilar, lipozomal formiilasyonlar veya kararli
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analoglar kullanilarak  biyoyararliligi artirilmis resveratrol tlirevlerinin
oligodendrosit iyon kanali iizerindeki etkinliginin aragtirilmasi, bulgularin klinik

uygulamaya taginmasi agisindan 6nem tasimaktadir.
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