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ARASTIRMA

Streptozotosin ile Diyabet Olugturulan Rat Karaciger
Dokularinda TRPM2 ve TRPM7 lyon Kanallarinin Incelenmesi”

Amag: Diabetes Mellitus yasam boyu devam eden mortalitesi ve morbiditesi yuksek kronik
metabolik bir hastaliktir. Bu galismada streptozotosin ile olusturulan diyabet modelinde karaciger
dokusunda oksidatif hasar ile iligkili oldugu bilinen TRPM2 ve TRPM7 iyon kanallarinin, hastaligin
fizyopatolojisi Uzerine etkilerinin belilenmesi amaglandi.

Gereg ve Yontem: Calismada 21 adet Wistar Albino cinsi erkek siganlar kontrol grubu, tampon
grubu ve diyabetik grup olarak 3 gruba ayrildi. Deney sonunda siganlar anestezi altinda dekapite
edildikten sonra karaciger dokulari rutin histolojik takip serilerinden gecirildikten sonra parafin
bloklara gémdldi. Parafin bloklardan 4—-6 ym kalinliginda alinan kesitlere avidin-biyotin peroksidaz
metodu uygulanarak TRPM2 ve TRPMY iyon kanallarinin immunreaktivitesi degerlendirildi.

Bulgular: TRPM2 ve TRPM7ekspresyonu kontrol ve tampon gruplarinda benzerdi. Diyabetik
karaciger dokularinda kontrol grubuna kiyasla TRPM2 ve TRPM7 ekspresyonlarinin arttigi gorildu.

Sonug: TRPM2 ve TRPM7 iyon kanallarinin, diyabetik karaciger dokusunda meydana gelen
histopatolojik degisikliklere aracilik edebilecegi disunuldi.

Anahtar Kelimeler: Streptozotosin, diyabetes mellitus, TRPM2, TRPM7, immunohistokimya

Investigation of TRPM2 and TRPM7 lon Channels in Rat Liver Tissues Caused
Diabetes by Streptozotocin

Objective Diabetes Mellitus is a chronic metabolic disease with high lifetime mortality and
morbidity. In this study, it was aimed to determine the effects of TRPM2 and TRPM?7 ion channels,
which are known to be associated with oxidative damage in liver tissue, on the physiopathology of
the disease in a streptozotocin-induced diabetes model.

Materials and Methods: In the study, 21 male Wistar Albino rats were divided into 3 groups as
control group, buffer group and diabetic group. At the end of the experiment, after the rats were
decapitated under anesthesia, their liver tissues were subjected to routine histological follow-up
series and embedded in paraffin blocks. The immunoreactivity of TRPM2 and TRPM7 ion channels
was evaluated by applying the avidin-biotin peroxidase method to the sections taken from paraffin
blocks with a thickness of 4—6 um.

Results: TRPM2 and TRPM7 expression were similar in the control and buffer groups. TRPM2
and TRPM7 expressions were increased in diabetic liver tissues compared to the control group.

Conclusion: It was thought that TRPM2 and TRPM7 ion channels may mediate histopathological
changes in diabetic liver tissue.

Key Words: Streptozotocin, diabetes mellitus, TRPM2, TRPM7, immunohistochemistry

Girig

Diyabetes mellitus, insulin eksikligi veya insulinin etkisizligi sonucu gelisen;
beraberinde karbonhidrat, yag ve protein metabolizma duzensizliklerinin eglik ettigi
hiperglisemi ile seyreden kronik metabolik bir sendromdur. Deney hayvanlarinda
diyabetin modellenmesi ve komplikasyon mekanizmalarinin arastiriimasi yénindeki
calismalar 6nemli ve giincel bir konudur. Streptozosin deneysel diyabet olusturmak igin
en sik kullanilan ajanlardandir (1). Potansiyel timor supresor olarak tanimlanan bir
protein olan melastatinden adini alan TRPM alt grubunun birgok uyesi kalsiyuma
gecirgendir ve kalsiyumla aktive olan proteinlerdir. Bu gruba ait 8 protein tanimlanmis
olup bu kanallarindaki degisimler fizyolojik fonksiyonlar etkileyerek, patolojik streglerin
olusumuna yol agabilir (2-4). Bu ¢alismada amacimiz, lGlkemizde ve diinyada oldukga
sik olarak gorilen diyabetin karaciger uzerine etkilerinin TRPM2 ve TRPM7 iyon
kanallari ile iligkili olup olmadigini ortaya koymak ve terapotik bir hedef olarak
belirlemektir.

* 1. Gastrointestinal Arastirma Kongresi, 10 Mart 2018, Malatya/Trkiye
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Gereg ve Yontem

Arastirma ve Yayin Etigi: Bu calisma Firat
Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu'ndan daha
once etik onayi alinmis 2012/87 protokol nolu projeye ait
karaciger dokulari igin 25.08.2021 tarih ve 13 sayili karar
ile doku etigi alinarak yapildi.

Orneklem biyiikligi, G*Power sirim 3.1.9.2
(Universitdt  Kiel, Almanya) hesaplama yazilimi
kullanilarak hesaplanmistir. %80 gig¢, 0.05 istatistiksel
anlamlilik diizeyi ve etki blyukligi 0.6 (cohen’s d) ile
her grup igin Orneklem buyukligu 7 olarak
hesaplanmigtir.

Calismada ortalama agirliklari 250 g olan 8-10
haftalik 21 adet Wistar Albino cinsi erkek siganlar 3
gruba ayrildi.

Kontrol grubu (n=7); Deney hayvanlarina deney
suresi olan 8 hafta boyunca herhangi bir islem
yapiimadi.

Tampon grubu (n=7); Siganlara tek doz 0.1 M
sodyum sitrat tamponu intraperitoneal (i.p) uygulandi.

Diyabet grubu (n=7); Siganlara 50mg/kg olacak
sekilde tek doz STZ 0.1 M sodyum-sitrat tamponunda
(pH: 4.5) codzdirulerek i.p uygulandi. 72 saat sonra
kuyruk veninden alinan kan incelendi ve kan glikoz
dizeyi 250 mg/dl tizerinde olanlar diyabetik kabul edildi.

Tum gruplardaki siganlar deney sonunda anestezi
altinda dekapite edildikten sonra karaciger dokulari hizla
cikarilip % 10’luk formaldehit solisyonunda tespit edilip
rutin histolojik takip serilerinden gegirildikten sonra
parafin bloklara gémiuildi. Parafin bloklardan 4—6 pm
kalinliginda alinan kesitlere avidin-biyotin peroksidaz
metodu uygulanarak TRPM2 ve TRPM7 iyon
kanallarinin immunreaktivitesi degerlendirildi. Boyamada
immunreaktivitenin yayginligi (0.1: <%25, 0.4: %26-50,
0.6: %51-75, 0.9: %76-100) ve siddeti (0: yok, +0.5: ¢cok
az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak histoskor
olusturuldu.

Tablo 1. Baslangig ve final vicut agirliklari
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istatistiksel ~ Analiz:  Verilerin  istatistiksel
analizinde IBM SPSS 22 istatistik paket programi
kullanildi. Normal dagihmin tespiti icin Shapiro-Wilk
normallik analizi yapildi. Normal dadihma uymayan ikili
bagimsiz grup karsilastirmasinda Mann-Whitney U testi,
ikili bagimh grup karsilagstirmasinda Wilcoxon signed-
rank testi yapildi. Ikiden fazla badimsiz grup
karsilastirmasinda Kruskal-Wallis testi yapildi. Kruskal-
Wallis testi sonrasinda gruplarin ikili karsilastiriimasi
amaciyla Post hoc Dunn'’s testi yapildi. Normal dagilima
uymayan surekli degiskenler median (min-max) olarak
ifade edildi. Tum testlerde p< 0.05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Klinik Bulgular: Tum gruplardaki siganlarin
baslangic ve final vicut agirliklar degerlendirildiginde;
kontrol ve tampon gruplarindaki sicanlarin vicut
agirliklari baglangica gére istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmis olarak izlendi (p<0.05). Bununla birlikte,
DM grubunda siganlarin vucut agirliklari baslangica gére
istatistiksel olarak anlamh bir sekilde azalmis olarak
izlendi (p<0.05), (Tablo 1).

Biyokimyasal Bulgular: Kan glukoz miktarlarr:
Tum gruplardaki si¢canlarin baslangi¢ ve final kan glukoz
miktarlari  degerlendirildiginde; Kontrol ve Tampon
gruplarindaki siganlarin  kan glukoz miktarlarinda
baslangica goére bir degisiklik gbzlenmedi. Bununla
birlikte, DM grubunda siganlarin kan glukoz miktarlar
baslangica gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
artmis olarak izlendi (p<0.05), (Tablo 2).

immiinohistokimyasal Bulgular:
imminohistokimyasal inceleme sonucunda kontrol grubu
(TRPM2  SQekil 1a), (TRPM7 Sekil 1d) ile
karsilastiriidiginda tampon grubunda TRPM2 (Sekil 1b)
ve TRPM7 (Sekil 1e) imminreaktivitesi sirasiyla
(p=1.00/p=0.934) benzer olarak izlenirken, DM
grubunda, TRPM2 (Sekil 1c) ve TRPM7 (Sekil 1f)
immdinreaktivitesinin siraslyla (p=0.035/p=0.036)
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi gozlendi
(Tablo 3, Sekil 1).

Baslangig viicut agirliklari (g)

Final viicut agirliklar (g)

Median (min-max) Median (min-max) P
Kontrol 249.25 (223.62-268.47) 279.99 (263.20-302.45) 0.028
Tampon 243.59(228.95-275.36) 278.49 (265.45-312.25) 0.028
DM 251.38 (238.69-271.259) 202.08 (126.45-211.55) 0.028
Degerler Median (min-max)olarak verilmistir. ~ Wilcoxon signed-rank test
Tablo 2. Deney hayvanlarinin baslangi¢ ve final kan glukoz degerleri (mg/dl)
Baslangi¢ kan glukoz degerleri (mg/dL) Final kan glukoz degerleri (mg/dL) pr
Median (min-max) Median (min-max)
Kontrol 112.00 (89.00-124.00) 100.00 (88.00-119.00) 0.207
Tampon 107.00 (88.00-121.00) 99.00 (88.00-120.00) 0.093
DM 99.50 (87.00-114.00) 461.00 (398.00-496.00) 0.028

Degerler Median (min-max)olarak verilmistir. * Wilcoxon signed-rank test
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Tablo 3. TRPM2 ve TRMPM?7 Iimmiinreaktivitesi histoskoru
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TRPM2 immiinreaktivitesi histoskoru

Median (min-max)

TRPM7 immiinreaktivitesi histoskoru
Median (min-max)

Kontrol 0.25 (0.20-0.30)
Tampon 0.25 (0,10-0,40)
DM 0.90 (0.80-1.80)*
P 0.012

0.15 (0.10-0.30)

0.10 (0.10-0.45)

0.90 (0.80-1.20)
0.009

Degerler median, min-max olarak verilmistir. 2 Kontrol grubuna goére karsilastirildigina, (p<0.05) *Kruskal-Wallis Test

KONTROL TAMPON DM
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Sekil 1. Gruplar arasi TRPM2 ve TRPM7 immiinoreaktivitesi. Immun pozitif hiicreler (Kirmizi ok).

Tartisma

TRP kanallari, cesitli ic ve dis uyaranlar icin
hiicresel sensorler olarak islev goéren kanallardir (5).
Tanimlanmis 28 memeli TRP kanali izoformu olup
bunlardan en az 19'u (TRPC'nin timu, TRPV1, TRPV2,
TRPVV4, TRPP1, TRPP2ler ve TRPMMS5 hari¢ tim
TRPM'ler) vaskiler endotelyal hicrelerden eksprese
edilir (6, 7). Bu kanallar arasinda, TRPC1, -C4, -C6 ve -
M7, endotelyal bariyer disfonksiyonu ve bozulmusg
anjiyojenik slreglerle baglantiidir (8). TRPC3, -C4, -M2
ve -M7 oksidatif hasar ve hicre 6liminden sorumlu
izotiplerdir (7, 9).

TRPM2 ve TRPM7 kanallari bagta beyin ve kemik
iligi olmak Uzere bdbrek, bagdirsak, karaciger, akciger,
testis gibi pek ¢ok dokuda tespit edilmisti. TRPM2 ve
TRPM?7 kanallari ya direkt olarak plazma zarindaki Ca*?
giris kanallari gibi davranarak ya da sitozolik serbest
Ca*? kanallarinda degisime yardimci olarak etkilerini
gOsterirler. Metabolizma sonucu Uretilen serbest oksijen
radikalleri TRPM2 ve TRPM7 kanallarini aktive eder. Bu
kanallarin aktivasyonu hicre igi Ca*? iyonu artigina, bu
da hicre élimine kadar varabilen cesitli patofizyolojik
olaylarin baslamasina sebep olmaktadir (10, 11).
GlUnumdiz dinyasinda en 6nemli saglik sorunlarindan

biri olarak kabul edilen diyabetes mellitus (DM),
kardiyovaskuler, serebrovaskdiler ve nefrotik
komplikasyonlari ile mortalite ve morbiditeye neden
olmaktadir. DM'Un karacigerde hepatosit hasari,
inflamasyon ve fibrozis ile iligkisi bilinmekte olup bu
degisikliklere, hipergliseminin neden oldugu oksidatif
stres aracilik etmektedir (12, 13). Hepatosit hasari,
hepatik yildiz hiicrelerini aktive etmekten sorumlu tutulan
Kupffer hiicrelerinden inflamatuar sitokinlerin salinmasini
indlkler. Fibrozis, doku hasarina yanit olarak gelisir ve
esas olarak hepatik stellat hiicreler tarafindan salgilanan
ekstraselller matriks birikimine neden olur (14).
Karaciger fibrozisi karmasik bir patolojik siirectir. Cesitli
patolojilerin neden oldugu yaralar tekrar tekrar iyilesir,
yara izleri olusturur ve sonunda karaciger fibrozisine
donusir. Karaciger fibrozisi kontrol altina alinmazsa,
karaciger sirozuna ve hatta karaciger kanserine yol
acabilir. Uygun tedaviler karaciger fibrozis slrecini
yavagslatabilir. Bu nedenle, karaciger fibrozunun etkili
tedavisi son derece 6nemlidir ve karaciger fibrozisi icin
yeni terapotik hedefler bulmak acildir (15). Hepatik stellat
hicrelerin aktivasyonu ve proliferasyonunun, hepatik
fibroz olusumu ile iligkili oldugu dusunilmektedir. Bu
nedenle, hepatik stellat hiicrelerin aktivasyonunu ve
proliferasyonunu inhibe etmek, karaciger fibrozisini
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hafifletmede 6nemli bir adimdir. Karaciger hasarina
neden olan 6nemli bir faktér, dinlenme durumundaki
hepatik stellat hlcrelerinin aktive edilmis
miyofibroblastlara donlstirilmesidir. Sonrasinda gelisen
kolajen birikimi, belirgin yara izlerine yol acar (16). Bu
sebeple, hepatik yildiz hiicrelerinin aktivasyonunu veya
proliferasyonunu inhibe etmek ve ekstraselller matriks
olusumunu bloke etmek, terapétik midahale i¢in anahtar
stratejilerdir ~ (17). Bununla  birlikte, fibrogenezi
yonlendiren molekller mekanizmalar hala tam olarak
anlasilamamistir. Su anda birkag anti-fibrotik terapdétik
strateji, etkili olmasina ragmen gelecekte karaciger
hasarinin tedavisi icin etkili hedefler bulmak hala gtincel
bir konudur. TRPM2, TRPM7 iyon kanallar sayisiz
hastallk modelinde karsimiza ¢ikan etkili molekdllerdir
(18-20).

Bizim c¢alisma bulgularimiz  diyabetik sican
karaciger dokularinda TRPM2 ve TRPM7
ekspresyonunun arttigini gdsterdi. Bu durum litaretur
bilgileriyle 6rtigsmekte olup diyabete bagl karaciger
patolojilerine yonelik bir bulgu olabilir. TRPM2, hicre
6lumu, sitokin Uretimi, oksidatif stres ve hatta fibrozis
dahil olmak Uzere cesitli fizyopatolojik sireglerde yer
almaktadir. Ornegin, oksidatif stresin neden oldugu
hicre 6luminde TRPM2 kanallarinin aktivasyonu énemli
bir faktoérdiir (21). Onceki bir calismada yazarlar TRPM2
ekspresyonunun, sigan kardiyak fibroblastlarinda hipoksi
tarafindan indiklenen, insan fibroblastlarinda tip |
kollajene benzer sekilde bir birikime neden olarak,
kardiyak fibrozise katki sagladigini gosterdiler (22).
TRPM2 inhibisyonunun, oksidatif stres, inflamasyon ve
apoptozu hafifleterek iskemik akut bobrek hasarini
onlemede etkili oldugu ve inflamatuar yaniti inhibe
ederek, iskemi/reperfiizyona bagli akut bobrek hasarini
iyilestirdigini gosterdi (23). TRPM 7 ise iyon kanali ve
kinaz olarak ikili iglevleri olan bir zar proteinidir. Ca*? ve
Mg*? iyonlarinin akigini dizenleyerek gesitli hiicrelerin
aktivasyonuna ve ¢ogalmasina katki saglamaktadir (24).
TRPM7 kanallari; hiicre ¢ogalmasi, hayatta kalma,
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farkhlasma, go6¢, yapisma, embriyonik gelisim ve
ndrotransmiter salinimi gibi gesitli fizyolojik streglere de
aracilik etmektedir (25). TRPM7'nin inflamatuar bobrek
hasari sirasinda arttigi ve TRPM7 ekspresyonunun
inhibe edilmesinin, progresif renal fibrozise kargi koruma
sagladigi gosterilen tek tarafli Ureter obstriksiyonu
bdbreginde, renal atrofiyi dnleyebilecegi gdsterildi (26,
27). Oksidatif stres kaynakli hlicre hasarinda énemli bir
role sahip olup TRPM7 ekspresyonunun
baskilanmasinin, Ca*? alimini azaltarak noronal
sagkalimi artirdidr  bilinmektedir. TRPM7'nin  hicre
O0limune aracilik etme yeteneginde birden fazla iyon
iletiminin rol oynadidi fikriyle tutarli olarak, insan
embriyonik bdbrek hicrelerinde TRPM7'nin  asin
ekspresyonu, ROS Uretiminin artmasina neden olan
Mg*? ve Ca*? akisini artirmaktadir (28). Son zamanlarda,
TRPM7 ekspresyonunun, H20: tarafindan artinldigi ve
TRPM7’in oksidatif stresin bir belirteci olabilecegi
disunilmekte olup yapilan c¢alismalarda CCls ile
indiklenen karaciger fibrozisinde farelerin
karacigerlerinde = TRPM7  ekspresyonunun  arttidi
gosterimis ve TRPM7 icin spesifik bir inhibitor
kullanilarak anti-timér, anti-inflamatuar ve anti-hepatik
fibroz aktiviteler elde edilebilecegi belirtiimistir (29-31).

Calismamiz TRPM2 ve TRPM7 ekspresyonunun
diyabetik karaciger dokularinda arttigini gosterdi. Bu
bulgu TRPM2 ve TRPM7 nin patolojik sureclerdeki
katkisi disUndldigunde, diyabete bagll karaciger
patolojilerini de aciklayabilr ve TRPM2 ve TRPM7
Uzerinde bloke edici etkili farmakolojik ajanlarin
karaciger fibrozisinin  tedavisini amaglayan ileri
calismalara isik tutabilir

Sonug¢ olarak; TRPM2 ve TRPM7'nin karaciger
fibrozisinin tedavisi igin bir ilag hedefi olabilecegini
distunmekteyiz. Bu nedenle, etkili bir TRPM2 ve TRPM7
inhibitdrii arayisi, karaciger fibrozisinin tedavisinde yeni
bir yéntem gibi gérinmektedir.
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