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Viicuttaki tiim organlar 6zellikle merkezi sinir sistemi, serbest radikal hasarina karsi du-
yarhidir. Beynin yiiksek oksijen tiiketimi, kolayca okside olabilen zengin yag asitlerini ba-
rindirmast, diger organlara gore diisiik seviyede antioksidan enzim ve antioksidan icermesi
onu serbest oksijen radikalleri tarafindan birincil hedef haline getirmektedir. Na* ve Ca'?
iyonlarina gecirgen melastatine bagl “transient receptor potential 2 (TRPM2)” katyon ka-
nallar1 ya Ca*? ile uyum iginde olan ADP-riboz tarafindan ya da oksidatif stres (H,O,)
tarafindan kanallarin enzimatik Nudix bolgesine bagladigi ve ADP-riboz pirofosfataz’in
aktive oldugu rapor edilmistir. Bu enzim aktivasyonu sonucunda da TRPM2 kanallarimin
acildig1 gozlemlenmigtir. Bu derleme ¢aligmasinda, néronal hiicrelerde, TRPM2 inhibis-
yonuna yol agtig1 diisiiniilen ADPR ve H,O, maddeleri tam anlagilmadig igin norolojik
hastaliklardaki bipolar hastaliklar kadar mikroglia, hipokampus ve beyindeki ADPR ve
oksidatif stresin TRPM2 kanallar iizerindeki etkileri gézden gegirilmistir. Mikroglia ve
hipokampal hiicrelerde TRPM2 katyon kanallarinin hem ADPR hem de H,O, tarafindan
agildig1 gozlemlendi. Buna ek olarak, norolojik hastaliklarda H,O, nin TRPM?2 aktivasyo-
nundan sorumlu oldugu goziikiiyor. Bipolar hastaliklarin etiyolojisinde genetik faktorler
o6nemli rollere sahip olabilirler.

J. Exp. Clin. Med., 2010, 27:144-151

ABSTRACT

Of all the organs in the body, the central nervous system is especially sensitive to free
radical damage. Its high consumption oxygen, rich content of easily oxidizible fatty acids,
relatively low content of antioxidant enzymes and antioxidants, a make it a prime substrate
for damage by ROS. The Na* and Ca*'-permeable melastatin related transient receptor
potential 2 (TRPM2) cation channels can be gated either by ADP-ribose (ADPR) in concert
with Ca** or by hydrogen peroxide (H,0,), an experimental model for oxidative stress,
binding to the channel’s enzymatic Nudix domain. Since the mechanisms that lead to
TRPM2 inhibiting in response to ADPR and H,0, are not understood in neuronal cells, we
reviewed the effects of ADPR and oxidative stress in neurological cells such as microglia,
hippocampus and brain as well as neurological diseases such as bipolar diseases. It was
observed that TRPM2 cation channels in microglia and hippocampal cells were gated
both by ADPR and H,0,. In addition, H,O, seems to responsible activation of TRPM2 in
neurological diseases. Genetic defects may be have important role in etiology of bipolar
diseases.

J. Exp. Clin. Med., 2010, 27:144-151
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1. Giris

olabilen zengin yag asitlerini barindirmasi, diger organla-

Viicuttaki tiim organlar 6zellikle beyin oksidatif
strese maruz kalabilirler ve goklu doymamis yag asitlerinin
otooksidasyonu (self-oksidasyon) yolu ile devamli olarak
iiretilen reaktif oksijen tiirlerine (ROS) maruz kalabilirler.
Merkezi Sinir Sistemi serbest radikal hasarina oldukc¢a
hassastir. Beynin yliksek oksijen tiiketimi, kolayca okside

ra gore diisiik seviyede antioksidan enzim ve antioksidan
vitamin i¢cermesi onu ROS tarafindan birincil hedef haline
getirmektedir.

Beyin, diger organlarla kargilastirildiginda viicu-
da alman oksijenin biiyiik bir kismin1 (% 20) kullanir. Bu
yiiksek oksijen kullanimi ve metabolizmasinin hizli olusu
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beyinde serbest radikal iiretim miktarini arttirabilir (But-
terfield, 2003). Beyin proteinlerden ve bol miktarda fos-
folipitlerden olusan zarlardan olusmustur. Bu fosfolipitler
de arasidonik asit ve docohexaenoic asitler gibi okside
coklu doymamis yag asitlerinden olusur (Halliwell, 2006).
Bu doymamuis yag asitleri serbest oksijen radikaline karsi
savunmasiz bir durumdadirlar. Ciinkii zayif ¢ift baglarla
birbirine tutunan hidrojen iyonlarinmi icermektedir. ROS
da hasar vermek i¢in bu zay1f bagli hidrojen iyonlarini bir
hedef olarak gérmektedir (Ozmen ve arkadaslari, 2007).
Beyin fosfolipitlerinin degisikliklerine neden olabilen ok-
sidatif hasar ndrolojik hastaliklarda rol oynuyor olabilece-
&i ileri suiriilmiistiir (Naziroglu, 2007 a ve b).

Beyin ve norolojik hiicreler peroksidatif hasara
kars1 antioksidanlarca korunmaktadirlar (Halliwell, 2006;
Naziroglu, 2007b). Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hidro-
jen peroksiti (H,0,) indirgeyerek suya katalizler. GSH-Px
de organik hidrojen peroksidi ortamdan uzaklastirabilirler.
Glutatyon (GSH) hiicresel fonksiyonlarin genis bir ala-
ninda bir hidroksil radikali (OH), bir singlet oksijen (O,")
tutucusudur (Rayman, 2009). Vitamin-E (a-tocopherol)
hiicrenin lipit fazindaki en 6nemli antioksidanidir. Vitamin
E viicudun metabolik {iriinler vasitasiyla hiicreye hasar ve-
ren serbest radikallerin etkilerine kars1 hiicreleri korumada
rol oynar (Halliwell, 2006; Naziroglu, 2007 b). Vitamin
C (askorbik asit) serbest radikal tutucusu olmasinin yani
sira E vitamininin aktif formuna dogru doniisebilmekte-
dir (Naziroglu, 2010). Beyin askorbik asit konsantrasyonu
viicut dokular: i¢cinde karaciger ve bobrekte oldugu gibi
beyinde de ¢ok diisiiktiir (Naziroglu, 2010). Vitamin A (re-
tinol) retinoitler i¢in bir prohormon olarak hizmet vermek-
te iken sitoplazma ve zar alanlarinda da sinyal iletimi ile
ilgilenmektedir (Tafti ve Ghyselinck, 2007).

Bir fonksiyonel enzimi 6l¢ili alarak; C-terminal
alan icerisinde, TRPM2, TRPM6, TRPM?7 bilinen ka-
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Sek. 1: TRPM2 katyon kanallarinin molekiiler yapisi. Oksidatif stres ve/veya
ADP-Ribozla aktive edilen ADP-Riboz fosfataz enzimi TRPM2 kanalinin
acilmasina neden olur (Naziroglu, 2007).

nallar arasinda benzersiz 6zelliklere sahiptirler. TRPM2
iyon kanallarinin N ucu, bilinen diger Nudix Hidrolaz
(NUDT9-H) enzimleri kadar etkin olmamasina ragmen,
Adenozin di-fosfat (ADP) ve Adenozin di-fosfat Ribozu
(ADPR) baglayabilen bir Nudix Hidrolaz tiiriidiir (Kiithn
ve ark., 2005) (Sek. 1).

TRPM2’nin NUDT9-H’a ADPR baglamasi kanali
etkinlestirir ve elektrokimyasal gradyenti de katyonlarin
gecisine izin verir. TRPM2 plazma zar kanali oldugu i¢in,
TRPM2 agildiginda Ca™ ve Na+ iyonlari hiicre igine aka-
caktir.

ADPR TRPM2’nin en gii¢lii aktivatorii olmasinin
yani sira daha az giiclii aktivatorleri de mevcuttur (Hara
ve ark., 2002; Heiner ve ark., 2006). H,0, gibi oksidanlar
nikotinamid adanin diniikleotid (NAD™) ve cyclic ADPR
(cADPR) igerir. NAD™ ve H,0, ADPR’nin hiicre igi dii-
zeyini arttirir. Ve bdylece TRPM?2 kanallar1 direkt ya da
dolayli olarak agilabilir (Hara ve ark., 2002; Perraud ve
ark., 2005; Naziroglu ve Liickhoff, 2008a).

2. TRP Ust Ailesi

“Transient Reseptor Potential (TRP)” katyon ka-
nallari iist ailesi voltaja duyarli Ca™ ’a gegirgen katyon
kanallarinin genis bir yelpazesiyle uzlastirilmaktadir. 28
memeliye ait TRP kanallar1 yedi alt familyaya gruplandi-
rilmistir. Bunlar;

TRP conancial (TRPC) yedi alt aileden, TRP va-
nilloid (TRPV) alt1 alt aileden, TRP melastatin (TRPM)
sekiz alt aileden, TRP polycystein (TRPP) ii¢ alt aileden,
TRP mucolipin (TRPML) {i¢ alt aileden ve TRP ankyrin
(TRPA) bir alt aileden olugmaktadir. Tiim bu TRP katyon
kanallar1 heniiz tam olarak karakterize edilememesine rag-
men, birgok insan hastalig1 onlarin katilimiyla ortaya ¢ik-
tigindan bunlara olan ilgi giin gectikce artmaktadir. Kanal
gbzeneginin 5. ve 6. segmentleri arasinda bulunan bir ilet-
ken iyon etrafinda homo veya heterotetromerik diizenle-
melerle TRP kanallar1 voltaj-kapil1 Kt kanallaria benzer
olarak basit bir yapiya sahiptir (Clapham, 2003). Dérdiincii
transmembran segmenti ise pozitif yiliklii degildir. TRPV N
ucu ve TRPV tekrarli baglayici, ¢oklu ankyrin igerir. TRPC
ve TRPM kanallarina ait 6. segmentin C terminal kismi
“TRP alan1” igerir. TRPM2 kanalarinda iyon akis1 5. ve 6.
segmentler arasinda gergeklesmektedir. Ayrica, TRPM2 ve
TRPC kanallarinin N ucu ADPR pirofosfataz (ADPR’yi,
riboz 5- fosfat ve adenozin monosfosfata pargalar ve kanal
acilir) enzim aktivasyonu i¢ermektedir. ADPR pirofosfa-
taz aktivasyonu TRPV kanallarinda yoktur. Buna ilaveten
biitiin TRP kanallar1 ¢ok yonlii diizenleyici protein etkile-
sim alanlarina sahiptir. Cok yonlii Protein Kinaz A (PKA)
ve Protein Kinaz C (PKC) varsayilan fosforilasyon alan
fonksiyonlar1 tanimlanmig ve kismen test edilmistir. Bir de
birka¢ TRP kanallarinda Phosphatidylinositide 3-kinase
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SH2- tanima alanlar1 varlig1 ispatlanmigtir (Watanabe ve
ark., 2008).

TRP kanallar1 ya direkt olarak plazma zarlarinda-
ki Ca™ giris kanallar1 gibi davranmakta ya da Ca*? giris
kanallarinin modiilasyonu i¢in itici gii¢ olan zar potansiye-
lini degistiren sitozolik serbest Ca*2 kanallarinda degisime
yardimci olmaktadirlar. Karakterize edilmis tiim islevsel
TRP kanallari (TRPM4 ve TRPMS kanallar1 disinda) Ca™
icin gecirgendirler. Bu durum sadece monovolent katyon-
lar igin gecerli degil, ayn1 zamanda Ca*2 ve Mg*? icinde
gecerli olacaktir. ki memeli TRPleri, TRPVS ve TRPVS,
Ca™ ’a ¢ok gegirgendir. TRPM6 ve TRPM7 Mg*™ ’a ¢ok
gecirgen, TRPV1,TRPML1 ve TRPP3 kanallar1 da H+
iyonlarina ¢ok gecirgendir (Nillius, 2007).

3. TRPM

TRPM alt ailesinin sekiz iiyesi vardir ve bun-
lar 4 grup icersinde yer alirlar. Bunlar; TRPM2/TRPMS,
TRPM1/TRPM3, TRPM4/TRPMS ve TRPM6/TRPM7
dir (Naziroglu, 2007b) (Sek. 2).

Hem TRPM6 hem de TRPM?7 fonksiyonel COOH

Sek. 2: TRPM kanallar sekiz alt iiyeden olusur ve bunlar dort ana grupta top-

lanir

terminal serine/treonin kinaz igerirken, TRPM2 ADPR pi-
rofosfataz faaliyeti gosteren fonksiyonel NUDT9 homolo-
ji alani igerir. Ca™’u ¢ok gecirenden (TRPM6/TRPM7 ve
TRPM3 ’iin ek yerine kadar) Ca*? *u gegirmeyene kadar
(TRPM4 veTRPMS) Ca*2 gecirgenligi farkliliklar gos-
terir. Buna ragmen TRPM1 kanali hari¢ tiim TRPM kat-
yon kanallar1 bu giine kadar karakterize edilmemislerdir.
TRPM4 ve TRPMS 1siya duyarli Ca*2 aktif kanallaridir
(Nillius ve arkadaslari, 2007). TRPM2 ADPR, H,0, ve
sicaklikla aktif hale gelir. TRPM3 kanallart TRPM6 ve
TRPM7 kanallarina benzer sekilde hiicre i¢i Mg™ sevi-
yesi vasitasiyla diizenlenir. Hiicre sigsmesi ve sphingosine
olaylarinin meydana gelmesi 6nemli aktivasyon yoluyla
TRPM3 aktivasyonunun rapor edildigini gosterir. TRPMS
ise pek bilinmeyen soguk reseptordiir (Hara ve ark., 2002;
Clapham, 2007; Nillius ve ark., 2007; Naziroglu ve ark.,
2007; Yamamoto ve ark., 2008).

4. TRPM2 Kanallari
TRP kanallarindan biri TRP melastatin (TRPM)
olarak adlandirilmistir. Ciinkii kurucu liyesi olan TRPM1,

ilk metastatik melanomlar (kanserli dokularda) ile bag-
lantili olarak tanimlanmustir (Clapham, 2007). Onceleri
TRPC2 ve LTRPC2 olarak bilinen TRPM2 kanallar ilk
olarak 1998 yilinda tespit edildi. Daha sonra da TRPM ai-
lesinin bir iiyesi olarak kabul edildi (Clapham, 2003). Tiim
bu sekiz adet TRPM aile iiyeleri ya fare modellerindeki
fonksiyonel ¢aligmalar ya da genetik kanitlar tarafindan
hastaliklarla baglantili oldugu anlasildi (Nillius ve ark.,
2007).

5. TRPM2 Aktivasyonu Uzerindeki Molekiiler
Mekanizmalar

Aktif TRPM2 katyon kanallarinin agilmasi iize-
rinde ii¢ hiicre dis1 etken (aktivatdr) bilinmektedir. Bun-
lar; Oksidatif stres, ADPR/NAD™ metabolizmasi ve timor
nekroz faktorii alfa dir (Hara ve ark., 2002). TRPM2 i¢in
viicut 1s1s1 endojen bir ko-faktor gibi davranmasi sebebi ile
TRPM2 kanallarinin sicakliga duyarli olabilecegi tahmin
edilmektedir (Togashi ve ark., 2006).

6. Oksidatif Stres

Siiperoksit, H,0, ve singlet oksijen igeren ROS
agirt iretildiginde veya enzimatik ve non-enzimatik sa-
vunma islemleri engellendiginde, mitojenik sinyal iletimi
gibi karmasik siireglerde hiicre habercisi olarak hiicrenin
diizenlenmesinde rol alirlar (Naziroglu, 2007 a ve b). Bir-
¢ok hiicre i¢i ve dis1 molekiilleri ndronal doku hasarina ve
apoptozuna katilabilirken, oksidatif stres birikimi, ROS’un
asir1 liretimi nedeniyle hiicre hasar1 ve 6liimii igin potansi-
yel bir faktdr olarak goriinmektedir.

Oksidatif stres, H,O, uygulamasi bir deneysel ok-
sidatif stres modeli olarak, TRPM2 kanallarini uyarmak
icin kullanilmaktadir. TRPM2 kanal aktivasyonlarina bag-
11 serbest hiicre i¢i Ca*? artig1 pankreas B hiicrelerinde (Ina-
mura ve ark., 2003), insan nétrofil graniilosit hiicrelerinde
(Heiner ve ark., 2003) ve hem de U937 monosit hiicre se-
risinde (Perraud ve ark., 2001; Yamamoto ve ark., 2008)
gozlenmistir. H,O, kaynakli TRPM2 kanal aktivasyonu
icin kesin arac1 molekiillerin tespit edilmistir. Ancak, H,O,
kaynaklt TRPM2 kanal aktivasyonu i¢in kesin aract mo-
lekiillerin tespit edilmesidir. TRPM2’nin ROS duyarlilig
NAD™ veya mitokondri ve protein oksidasyonu iizerin-
den salinan ADPR tarafindan aracilik edilmektedir (Hara
ve ark., 2002; Wehage ve ark., 2002; Guse ve ark., 2005).
H,0, ve cADPR diisiik konsantrasyonlart ADPR ’un et-
kisini potansiyalize etmek i¢in ve daha yliksek konsant-
rasyonlarda dogrudan TRPM2 kanalin1 agmak i¢in etkileri
olduklar1 ileri stirtilmiistiir (Massullo ve ark., 2006)

TRPM2 Aktivasyonu Uzerindeki Oksidatif
Stres ve ADP-riboz/NAD Uriinlerinin Rolleri

TRPM2 iizerinden Ca™2 girisi ADPR {iretiminin
gerceklesmesiyle meydana gelir. ADPR bir mitokondri-
yal kaynaktan veya poly-ADPR’un alternatif aktivasyonu
iizerinden ortaya ¢ikabilir (Guse ve ark., 2005).

NAD™ *in TRPM2 kanalin1 uyardig: bildirilmistir
(Hara ve ark., 2002). TRPM2, kendisinin C terminal sito-
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Tablo 1. Farkli néronal hiicrelerde TRPM kanallarmimn aktivasyonu ve inhibis-
yonu

Aktivatorler Hiicreler Etkileri | Referans
Hem ADPR hem Glia Aktivator | Kraft ve ark. [2004]
oksidatif stres
oksidatif stres Striatal néronlar Aktivator | Smith ve ark. [2003]
Hill ve ark. [2006]
Hem ADPR hem Kortikal néronlar Aktivator | Kaneko ve  ark.
oksidatif stres [2006]
Etkisi yok | Kraft ve ark. [2004]
Piramidal nd&ronlar Olah ve ark. [2009]
ADPR ve  hipokampiisiin | Yetersiz
CA1 interndronlari
Piramidal nd&ronlar Olah et al., [2009]
Oksidatif stres ve  hipokampiisiin [Aktivator
CA1 interndronlari
Oksidatif stres Astroglia Aktivator | Bond ve Greenfield
[2007]

zolik kuyrugunda ki bir Nudix Alani1 olarak bilinen karak-
teristik yapisal bir 6zellige sahiptir (Perraud ve ark., 2001).
Nudix alani indirgenmis niikleozid difosfotazin bir sinifin-
da oldugu bilinen pirofosfotazlarin bir uzlagma bolgesidir
(Naziroglu, 2007b) (Sek. 1). Aslinda, NAD™ iiriiniinii ve

GABA

- Enhibdtipn of glutamasis
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decarbarylate

N P
TS U

ARP1

\
\ /

H:0:4Fe**+ OH + OH +Fe**

= VGCC

n‘_ ANTIOXIDANTS

TRPM2Z 7

cyclic ADPR’nin sentezleyen, kalsiyum serbest ryanodin
reseptorleri araciligi ile uyarilan hiicre i¢i ikincil haberciyi
temsil eden ADPR TRPM2 nudix alanima yapisir (Nazi-
roglu, 2009). TRPM2 tarafindan ADPR hidrolize edilir-
ken, ayn1 zamanda o da TRPM2 yi etkinlestirir. Ve ADPR
inflizyonu sirasinda patch pipeti yardimiyla TRPM2 akim-
lar1 indiiklenir (Perraud ve ark., 2001; Hara ve ark., 2002).
NAD™ i da TRPM2 kanalin1 uyardig1 bildirilmistir (Hara
ve ark., 2002; Kiithn ve Liickhoff, 2004; Kiihn ve ark.,
2005). Yukarida bahsedilen NAD" m TRPM2 kanalini
dogrudan etkiledigini son ¢aligmalarimizda gozlemledik.
Dolayistyla, bizim sonuglarimiz NAD' m TRPM2 kana-
lin1 uyardig fikrini desteklemektedir (Naziroglu ve Liick-
hoff, 2008 a ve b).

Daha once yaymlanmis verilere gore, H,O, ta-
rafindan TRPM2 kanallarinin acilabilecegi ve bagimsiz
ADPR kanalin1 agmak i¢in H,O,’nin uygun oldugu 6ne
stiriilmiistiir (Hara ve ark., 2003; Wehage ve ark., 2002).
Ciinkii mitokondri iginde biiyiik 6l¢iide TRPM2 aktivas-
yonu H,0, aracilifryla ADPR konsantrasyonunun artiril-
dig1, H,0, kanal agma mekanizmas1 mitokondride ADPR’
i sentezlemek i¢in onun yetenegine dayandigi kanitlanmis-
tir. Fakat, (Kolisek ve ark., 2005) son zamanlarda yapilan
calismalar gosterdi ki; H,O, mitokondride ve ayn1 zaman-

Glutamic acid
-

- p syt
NMDA Recepltors * +

ezl ANTIOXIDANTS

< Ischemia
= Trauma
Seizure

Sek. 3: ADPR ve TRPM2 kanal aktivasyonu ile oksidatif stres arasindaki iliskinin sematik sunumu. ADPR {iretimi G proteine bagl reseptorlere ligand kanal akti-
vasyonu ile baglatilir. Reseptor aktivasyonu ayni zamanda intraselliiler Ca*? yogunlugunun yiikselmesi “inositol trifosfat (IP3)” tarafindan hiicre i¢i organeller-
den Ca*? serbest birakilmasini saglar. TRPM2 hiicreye dogru giiclenen TRPM2 aktivasyonuyla bir pozitif geri bildirim ile Ca*™ girisi saglar. Alternatif kaynaklar
ADPR igeren mitokondri ve gekirdektir. ADPR polimerlerinin stimiilasyon sonrasi poli (ADPR) polimeraz—1 (PARP-1)’e ve sonrasinda poly (ADPR) glikohid-
rolaz (PARG) tarafindan ADPR’ye hidroliz edilir. Bu olay hiicreyi apoptozise gidinceye kadar uyarabilir. Sitozolde Ca*? artis1 mitokondride depolarizasyon ve
porlarin agilmasi veya hiicre disindan sitozole H,O, lerin gelisi daha fazla nitrik oksit sentaz (NOS) ve ROS iiretilir. ADPR ve ROS geri bildirim mekanizmasi
ile TRPM2 kanallarinin agilmast yolu ile sitozole Ca™ akigini artirir (Naziroglu, 2007).
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da ADPR’ nin potansiyalize ko-faktoriiniin bir fonksiyonu
olarak ADPR’ nin serbest birakilmasini baslatirken, H,O,
TRPM2 kanalin1 harekete gecirmek icin kendi kendine ye-
terli uyaricilar olusturabilmektedir. Yine son zamanlarda
yaptigimiz ¢aligmalarimiza gore, Whole Cell (tiim hiicre)
yontemiyle alman kayitlarda TRPM2 aktivasyonu H,O,
tarafindan goreli hizli oldugundan ve alinmis zar yama-
larindaki karisgim tek kanalli faaliyetleri tetiklediginden
H,0, aracil1 TRPM2 aktivasyonu dogrudan bir kanal agma
mekanizmasi olarak goriinmektedir (Naziroglu ve Liick-
hoft, 2008a) (Sek. 3). Hiicrelerin bulundugu patch ¢gembe-
rine H,O, eklendikten sonra hiicre insite-out (i¢i disarida)
kayitlart alinip, hiicre i¢i tampon ile yikandi ve daha sonra
H,O, tekrar verildi. Kanalin hiicre i¢i bileseni olmamasi-
na ragmen H,O,’nin ikinci bir yonetimiyle kanal tekrar
etkinlestirildi. Bu deneyimden yola ¢ikarak alinmis zar
yamasinda gozlenen tek kanal aktivitesi biiylik olasilikla
dogrudan kanal agma mekanizma kaynakli oldugu sonucu
¢tkmaktadir.

TRPM2 aktivasyonu iizerinde metodolojik prob-
lemler NAD™, ADPR ve H,0, sebebiyle farkli raporlarin
verilmesine neden olmustur. Ornegin; “human embryonic
kidney 293 (HEK293)” hiicrelerinde bir galigmada, H,0,
tarafindan aktive edildigi rapor edildi (Wehage ve ark.,
2002). Daha sonraki deneylerde, yeterli bir tutarlilik ile
TRPM2 vahsi bir tipinin kullanildigr “Chinese hamster
ovary (CHO)” hiicre ifade sisteminde H,O, ile uyarim
¢ogu arastirmacilarca miimkiin olmasina ragmen NAD™
ile uyarabilen ¢aligmalarda mevcuttur (Kolisek ve ark.,
2005).

H,0,, ADPR ve metabolitleri ile TRPM kanal-
larinin aktivasyonu c¢alisilmasinda farkli hiicre tiplerinin
kullanilmasi ikinci bir farkli sorunu ortaya ¢ikarmaktadir.
Ote yandan TRPM2’nin endojen ifadesiyle birlikte hiic-
rede hiicre-6zel islemini sunmak i¢in H,O, tarafindan ka-
nal aktivasyonu goriiniir. Ornegin, HEK293 hiicrelerinde
(Hara ve ark., 2002; Wehage ve ark., 2002), CHO hiicre-
lerinde (Naziroglu ve ark., 2007), GRI-GI rat insiilinoma
hiicrelerinde (Fonfria ve ark., 2005), TRPM2 kanal H,O,
tarafindan aktive edilebilmektedir. Fakat insan nétrofil
graniilosit hiicrelerinde H,O, TRPM2 kanalin1 aktive ede-
memektedir (Heiner ve ark., 2003). Kolisek ve ark. (2005)
HEK?293 hiicrelerini kullandilar ve cADPR tarafindan agi-
lan TRPM2 kanali bilesik tarafindan uyarildigimi1 goézlem-
lediler. Sonra, bu rapor sonuglar1 Gasser ve ark. (2006)
tarafindan desteklenmis ve Jurkat hiicrelerinde TRPM2
kanallar1 cADPR tarafindan agilmistir. Fakat, daha yeni bir
calisma notrofil graniilositlerinin sonuglarini desteklemedi
(Heiner ve ark., 2006) ve cADPR’nin uyarimiyla TRPM?2
kanallarinin agilmadigini rapor edildi.

Genetik Defektli Fareler Uzerinde TRPM2 Ca-
hismalar:

TRPM2 kanalinin biyolojik roliinde 6nemli bir
ilerleme TRPM2-KO genetik defektli fareler lizerinde ya-
pilan bir yeni ¢alisma tarafindan saglanmistir (Yamamoto
ve ark., 2008). Monositlerden TRPM2-KO farelerinden
inflamatuar protein-2 sitokin bozulmasinda ve makrofaj

iretiminde H,O, kademeli sinyal aktivitesi yer alir.

7. Norolojik Hiicrelerde TRPM?2 Kanallarinin
Rolleri

Northern Blotting ve kontatif PCR teknikleri Mer-
kezi Sinir Sistemin (MSS)’nin ¢ogunlugunda TRPM?2
kanallarinin varligin1 gostermistir. Ancak glia i¢ginde ken-
disinden ayirt edilmek i¢in noronlarda bu ifadeye izin ve-
rilmedigi i¢in homojen doku drneklerinden bu kanit elde
edilmistir. Serebellar graniil ve astrositlerde TRPM2 trans-
kripti veya fonksiyonel kanallarini tanimak igin yapilan
yeni bir ¢alisma tarafindan boyle bir ayrim yapmanin 6ne-
mi vurgulanir (Kraft ve ark., 2004). Néronal olmayan hiic-
relerde TRPM2’nin MSS dagilim1 kendi ifadesiyle haber-
lesen ve oOneri gotiiriilen mikroglia hiicrelerinde TRPM?2
tespit edildi (Perraud ve ark., 2003; Kraft ve Harteneck,
2005; Olah ve ark., 2009).

Mikroglia ve Astroglia Hiicrelerinde TRPM2
Kanallariin ve Oksidatif Stresin Rolleri

Mikroglia gibi fagositik hiicrelerde NADPH-
oksidaz oksijeni indirgeyerek siiperoksit radikalini olus-
turan bir elektron tagima sistemidir. Fizyolojik kosullar-
da, sistem patojenlerinin ortadan kaldirilmasina yardim
eder, ancak skloderma gibi kronik inflamatuvar kosullar
altinda siiperoksit radikalinin fazla birikimi tarafindan
karaciger fibrozisi o norodejenerasyonu indiiklemek igin
gegirilir (Naziroglu, 2007a). Yiiksek glikoz yayilmasinda
monosit siiperoksit radikali NADPH-oksidaz tarafindan
serbest birakilirken, miyokondriyal solunum zinciri ve
a-tocopherol’iin protein kinaz C (PKC)-a nin inhibisyo-
nu tizerinden siiperoksit salinimini dénleyen antioksidanlar
tarafindan serbest birakilmazlar. Plazma membranindaki
bir fonksiyonel NADPH-oksidaz kompleksi fosforilas-
yon ve birkag sitozolik alt birimlerini (p40phox, p47phox,
p67phox ve Racl/2) takip eden translokasyona baglanir
(Chanock ve ark., 2000). Mikroglia hiicrelerde antioksi-
danlar fosfataz lizerinden PKC’yi inaktive eder — o yola
aracilik eden (PP1 ve PP2A) ve bunun bir sonucu olan fos-
forilasyonu bloklamasi — plazma membraninda p47phox’
un translokasyonunu baglar. Sonu¢ olarak, mikroglial
NADPH-oksidaz sistemi tarafindan siiperoksit radikal iire-
timi 6nemli Ol¢iide engellenir. Bu durum nérodejeneratif
hastaliklarin bir ¢esidinde a-tocopherol gibi antioksidanla-
rin yararl etkileri i¢in kismi bir agiklama sunar (Nazirog-
lu, 2007b).

Bakteriyi uzaklastiran mikroglia ve hiicresel atik-
lar, diger aktif makrofajlara benzer sekilde, aragidonik asit
tiirevlerini ve H,O, igeren inflamatuvar y1ginin mediyator-
lerini tiretir. Bu mikroglia hiicreleri MSS’ de immiin sa-
vunmasi ve doku onarimi i¢in 6nemli bir faktordiir. Kraft
ve ark. (2004) hiicre kiiltliriinde iiretilmis serebellar gra-
niil néronlarinda TRPM2’yi saptayamamalarina ragmen,
mikroglia hiicrelerinde yeni kalsiyum giris yolunun H,O,
ve ADPR’yi birlestirdigini ve bu yolun TRPM2 ile ilgi-
li oldugunu agikladilar. Son ¢aligmalarda, Ohana ve ark.
(2009) kantitatif gercek zamanli RT-PCR yardimiyla rat-
lardaki Ca*2’a gegirgen kabul edilen TRPM2 kanallart ifa-
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desini kiiltiire edilmis mikroglia hiicrelerinde arastirdilar.
TRPM?2 genleri i¢in kiiltiire edilmis rat mikroglia hiicrele-
rinde transkript tespit ettiler.

Norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesinde astrog-
lia hiicrelerinin rolii hala bilinmemesine ragmen, normal
ve anormal ndronal ¢evre diizenlemesinde onlarin rol oy-
nuyor olmas: dikkat ¢ekicidir. Ca*2 sinyal y1gin1 sayesin-
de, astroglia kontrol gen ekspresyonu, néronal farklilagma
ve programli hiicre 6limii tiim gelisim ve dejeneratif sii-
reclerin ayrilmaz bir par¢asini olugturmaktadir. Oksidatif
stres kosullar1 altinda glial hiicreleri ROS temizleyicisi ve
zehir ¢ikaricisi tarafindan koruyucu bir islev gostermesi
sebebiyle noronlar igin enerji destegi ve besleyici veya
inflamatuvar faktorlerin Ca*2’a bagiml salg1 yoluyla de-
jenerasyonuna bagl direkt néronal direng veya agig1 olus-
masini saglar (Morale ve ark., 2006). Astroglia hiicrele-
rindeki TRPM2 kanallariyla ilgili olarak pek fazla rapor
bulunmamaktadir. Bond ve Greenfield, (2007) oksidatif
stresin 6nemi dogrultusunda protein sentezi baskisindan
ve sonraki baskilanmis agir1 protein ekspresyonundan olan
uzun voltaja duyarli Ca*2 kanallar1 (L-VGCC) kusatmasi-
nin etkileri ve TRPM2 inhibisyonu geri kazanimi arttirdi-
gin1 rapor etmislerdir. Bu sonuglar oksidatif streste Ca*?2
sinyalizasyonu astroglial transkripsiyon ve translasyon ya-
nitlarinin ayrilmaz bir pargasi oldugunu gostermistir.

8. Hipokampal Noronlarda TRPM2 Kanah

TRPM2 kanallarinin farkli hiicre tiplerinde mev-
cut oldugu bildirilmistir. Memelilerin beyinlerinde yiiksek
ekspresyon i¢in ikna edici kanitlarin olmasinin yani sira
noronal olmayan hiicrelerde de bu sinyallerin ¢cogunun
giiclii ekspresyona sahip olabilecegi disiiniilmiistiir. Bu
nedenle, néronlarda fonksiyonel TRPM2’nin varligi en
iyi sekilde tartisilmalidir. Olah ve ark., (2009) hipokampal
silikalardaki CA1 inter ndronlar dahil hipokampiisiin pi-
ramidal néronlarinda, fonksiyonel TRPM2 katyon kanal-
lar1 son derece iyi ifade edildigini rapor etmistirler. Ayri-
ca, hipokampal ndéronlardaki TRPM?2 kanalini1 agmak igin
ADPR’nin tek basima yeterli olmadigini bildirdiler. Tam
aktif TRPM2 kanallar1 i¢in voltaja bagimli Ca*2 kanalla-
rinda Ca*?2 girisine eslik eden akisin ve/veya NMDAR’1n
gerekli oldugu sonucuna ulastilar.

9. Arka Ko6k Gagliyon (Dorsal Rood Ganglion,
DRG) Hiicrelerinde TRPM2 Kanallari
DRG hiicrelerinde i¢ ve dis uyaranlarin farli uya-

KAYNAKLAR:

rilariyla birlikte duyusal néronlarin birkag g¢esitleri bulun-
maktadir. Bu uyaranlar, yani nosiseptif (agr1 ve aci verici
uyarilar alarak beyin merkezine iletme yetenegine sahip),
termal ve mekanik uyaranlar, sinir uclarinda duyu alici
alanlar1 bulunmakta ve DRG néronlarinin segici alt grupla-
rinda olusan ifade de 6nemli fonksiyonlar oynayan katyon
kanallarinin yanit profilini belirleyen aktif farkli reseptor-
ler ve iyon kanallaridir. TRPMS kanali DRG néronlarinda
sadece, acik¢a atanmis fonksiyona sahip TRPM kanalidir.
Hiicre ici Ca*2 yiikselmesiyle zararsiz soguk uyaranlarin,
mentoliin ve Isilin’in yanit1 tarafindan aktive edilmektedir-
ler (Prier ve ark., 2002). Son giinlerde 6ncelikli olarak fare
DRG hiicrelerinde TRPM?2 kanallar1 oldugu tespit edildi
(Staaf ve ark., 2009). Ayrica, embriyonik giinden (12. giin)
12 haftalik oluncaya kadar farelerin DRG hiicrelerinde
TRPM2 kanallarina rastlanilmamasina ragmen, erigkin fa-
relerin DRG hiicresinde TRPM?2 kanallarinin miktari lum-
bar dokuda g6giis dokusuna gore 6nemli 6l¢iide daha fazla
bulundu.

10. Sonug¢

TRPM2 nin genetik varyasyonu hastaliklara yat-
kinligin1 gosteren bipolar bozukluklarin bulunmasi gibi
TRPM2 tiirevleri norolojik hastaliklar i¢in bir kanit tes-
kil etmektedir. Benzer sekilde, reaktif oksijen tiirlerine
yanit olarak Ca*2 giris yolunun 6nemli bir bileseni olan
TRPM2’nin belirlenmesi beyin ve nérolojik hiicrelerin
fizyolojisi ve patofizyolojisi lizerine yeni bir 151k tutmakta-
dir.

Norolojik ve beyin fonksiyon bozuklugunda oksi-
datif stresin kdtiilesen rolii igin 6nemli kanitlar bulunmak-
ta ve norolojik hiicrelerde TRPM2 fonksiyonlarini kontrol
etmek, ndrolojik ve beyin fonksiyon bozuklugunun deney-
sel tedavileri igin gelecekte oldukga faydali olabilir.

Noronal hiicrelerde TRPM?2 kanallarinin rolleri
heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Bu konularda sinirl
sayida calismalar mevcuttur. Ozellikle DRG hiicrelerinde
TRPM2 kanallarinin varligi ve aktivasyon mekanizmalari
daha ¢ok caligmalarla aydinlatilmalidir. Grubumuzun ya-
kin zamanda yaptig1 ve yayinlanmamis ¢calismalarda, DRG
hiicrelerinde, TRPM2 kanallarinin varligi ispatlanmustir.
Bu gelismeler olursa etiyolojisinde oksidatif stresin rol
oynayabilecegi One siiriilen birgok noérolojik (6rnegin Alz-
heimer) ve psikiyatrik (6rnegin bipolar I ve II) hastaligin
etiyolojine katkida bulunulacaktir. Bu konuda arastirmala-
rin yapilmasina bilyiik ihtiyac vardir.
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