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Şekil 1. Kemoterapi ile indüklenen periferik nöropatik ağrı mekanizmaları............... 5 
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1. GİRİŞ 

Kanser, kontrolsüz hücre büyümesi ile karakterize bir hastalık sınıfıdır. 

Birbirinden farklı yüzden fazla kanser türü vardır ve her biri başlangıçta 

etkilenen hücre tipine göre sınıflandırılırlar. Değişen hücreler kontrolsüz bir 

şekilde bölündüğünde, kanserler tümör adı verilen doku kitlelerini oluşturmak 

üzere bölünürler. Tümörler sindirim, sinir ve dolaşım sistemlerine dönüşebilir; 

bunlara müdahale edebilir ve vücut fonksiyonlarını değiştiren hormonları 

serbest bırakabilirler. Bir noktada kalan ve sınırlı büyüme gösteren tümörler 

genellikle iyi huylu olarak kabul edilir.  

  Kemoterapi ise kontrolsüz büyüme karakteristiğindeki bu kanser 

hücrelerini durdurmak için kullanılan bir kanser tedavisidir. Kemoterapi, 

kanser hücrelerinin büyümesini durdurarak veya yavaşlatarak çalışır. Fakat bu 

ilaçların sinir sistemi üzerinde önemli düzeyde olumsuz etkileri vardır.  

Birbirinden farklı bu etkiler nörotoksik, nöroinflamatuvar ve periferal 

nöropatik ağrı olarak sıralanmaktadır. Bu nöropatik ağrının önlenmesi veya 

tedavisi için potansiyel olarak hedef olabilecek patogenez bu ilaçların ortak 

noktasıdır. Oksaliplatin bu kemoterapötik ajanlardan biridir. Oksaliplatin, 

kolorektal kanser tedavisinin ayrılmaz bir bileşeni, onaylanmış üçüncü nesil 

platin bazlı bir kemoterapi ajanıdır ancak klinik kullanımı doz sınırlayıcı 

periferik nöropatik ağrı ve nörotoksisite ile ilişkilidir. Oksaliplatin kaynaklı 

periferal nöropatik ağrı (OXPN), tedavi sırasında hastaların %80’inde görülen 

ciddi bir yan etkidir. Bu yan etkiler hastaların ekseriyetle yaşadığı kas 

krampları, çene spazmları, parestezi olarak ortaya çıkmaktadır ve bunların 

hepsi soğuk maruziyeti ile daha da kötüleşip kronikleşebilmektedir. İşte bu 

durum, sitostatiklerin tolere edilebilen dozunu sınırlar ve kemoterapi 

tedavisinin kesilmesine dahi neden olabilir.  Ayrıca bu semptomlar tedavinin 

kesilmesinden sonra dahi ilerleyebilmektedir (1).  

       Bu tez çalışmasında OXPN tedavisinde halihazırda kullanılan 

aneljeziklerin başarısız olması terapötik veya önleyici stratejiler olarak 

tartışıldı ve kemoterapötik ilaçlardan oksaliplatin (OX) ile ilişkili OXPN için 

bireyselleştirilmiş, mekanizmaya dayalı tedavinin gerekliliği üzerinde duruldu. 

OXPN’de ilaç etkinliğini diğer nöropatik ağrı durumlarından bağımsız olarak 

değerlendirmek gerekmektedir. Çünkü bu kemoterapötik ajan, diğerlerinden 
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farklı olarak iyon kanalları üzerinde etkindir ve OXPN’nin hücresel 

mekanizmaları, diğer platin bazlı kemoterapötikler tarafından uyarılan 

nöropatik ağrı mekanizmalarından biraz farklıdır. Oksaliplatin, ligand kapılı ve 

voltaj kapılı iyon kanallarının artmış aktivasyonu gibi daha ciddi nöronal 

etkilere sahiptir. Hücrelerin içinde oksaliplatin, oksalat ve platine indirgenir. 

Oksalat, hücre içi kalsiyum iyonunu (Ca+2) şelat haline getirir ve nöronal 

membran potansiyelinde ve voltaj kapılı iyon kanallarının aktivasyonlarında 

bozulmalara neden olur (2).   

       Kemoterapötik ajanlar, arka kök gangliyonundaki (AKG) ve arka boynuz 

nöronlarının plazma membranında lokalize iyon kanallarını, sitozolik iyonik 

çevreyi ve özellikle de hücre içi bu kalsiyum iyon konsantrasyonunu 

değiştirerek nöropatik ağrıyı tetikleyen sekonder değişiklikleri başlatır. (3). 

Ca+2, birçok hücresel fonksiyonun modülasyonunda çok önemli sekonder 

haberci olarak rol oynar. Ca+2 iyonunun sitozolde aşırı düzeydeki artışı 

hücredeki fizyolojik fonksiyonlara zarar verir. Bu durum hücresel oksidatif 

stres oluşumu ve apoptozun önemli bir nedeni olarak karşımıza çıkar (4). Sinir 

hücrelerinde kalsiyum kanallarının aşırı aktivasyonu neticesinde hücre içi 

kalsiyum iyon konsantrasyonunda [Ca+2]i önemli düzeydeki artışın nöropatik 

ağrının patofizyolojisindeki katkısı bilinen bir konudur. Bu kalsiyuma geçirgen 

katyon kanallarından biri de geçici reseptör potansiyeli (TRP) kanal ailesidir. 

TRP alt familyasından vanilloid 1 (TRPV1), ilk olarak duyusal nöronlarda 

ekspresyonları bildirilen bir alt üyedir. Ayrıca bu kanallar oksidatif stres, 

sıcaklık (43 oC) ve kırmızı acı biber (kapsaisin) gibi çeşitli uyaranlara yanıt 

verirler.  

       Hücreleri çevreleyen redoks ortamı, reaktif oksijen türlerinin hızlı üretimi 

nedeniyle değişir. TRPV1 oksidasyon algısında, sistein oksidasyonu temel 

mekanizma olarak kabul edilmiştir. TRPV1'deki Sistein kalıntılarının, hücresel 

koşullarda kolay erişilebilir ve modifiye edilebilen, ağırlıklı olarak serbest 

tiyollere sahip olduğu bilinmektedir. TRPV1 aktivasyonunda bu tiyol (thiol) 

gruplarının oksidasyonu önemli bir role sahiptir. Selenyum, sistein redox 

sistemini destekleyerek kanalın yapısındaki tiyol gruplarının oksidasyonunu 

önleyerek Ca+2 girişini ve dolayısıyla da nöropatik ağrıyı baskılar (5).   
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       Sık görülen patojenik durumlardan biri de oksaliplatin kaynaklı OXPN 

sırasında kuvvetli bir inflamatuvar bileşen içermesidir. Bu inflamatuvar 

bileşen, tümör nekroz faktörü (TNF-α) ve Interlökinler (IL-1β ve IL-6) gibi 

pro-aljezik mediyatörlerin üretilmesine ve salınmasına yol açan spinal kord’un 

dorsal boynuzundaki mikroglia, astrositler ve uydu hücrelerinin 

aktivasyonundan kaynaklanır. OXPN'de yer alan mekanizmalar arasında 

aksonal transportun bozulması, iyon kanalı ve reseptör aktivitesinin değişmesi, 

nöronal hasar ve inflamasyon, oksidatif stres ve mitokondriyal hasar yer alır. 

OXPN'nin mekanizmaya dayalı tedavisi için öneriler incelenecek olursa, 

geliştirilecek ilaçların, oksaliplatin'in neden olduğu OXPN’ye karşı iyon 

kanalları odaklı nöroprotektif, anti-inflamatuvar maddelerin kombinasyonunu 

içermesi gerektiği anlaşılmaktadır (6,7).  

       Yukarıda bahsedildiği gibi TRPV1 katyon kanalı aktivasyonunda tiyol 

sistein gruplarının oksidasyonunun büyük önemi varken, Se’de tiyol redoks 

sisteminin önemli bir üyesi olarak TRPV1 inhibisyonu etkisi yapabilir ve hücre 

içi Ca+2 girişini düzenleyerek OX ‘un neden olduğu periferal nöropatik ağrıyı, 

inflamasyonu ve apoptozu önleyebilir. Yaptığımız literatür taramasında Se’nin 

OX’un neden olduğu TRPV1 kanal aktivasyonu üzerinde yapılmış bir 

moleküler düzeyde bir çalılmanın olmadığını gözlemledik.  

       Bu tez çalışmasında son veriler ışığında hayvan modeli ve hücre kültürü 

(MCF-7 insan meme kanseri hücre hattı) ortamlarında Se’nin TRPV1 katyon 

kanalları aracılığıyla OXPN ‘deki rolünü değerlendirdik. OXPN durumunda 

TRPV1 katyon kanallarının aşırı aktivasyonu ve neticede hücre içi kalsiyum 

konsantrasyonu artışı ve bu artış ile tetiklenen kaspazlar, ROS (reaktif oksijen 

türleri), mitokondriyal membran depolarizasyon (JC-1) düzeylerinin değişimi 

ve apoptotik yolakların aktivasyonu gibi konuları ele aldık. Periferal duyusal 

nöron hücrelerinde (Arka kök gangliyonu AKG, Siyatik sinir SN) pro-aljezik 

belirteçler olan sitokin düzeylerinin değişimini araştırdık. Ağrı testleriyle 

(Von-Frey, Hot-Plate) Se‘nin,  OX ‘un hayvanlar üzerinde etkilerini araştırdık. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1.Kemoterapi Kaynaklı Periferik Nöropatik Ağrı 

       Kemoterapi ile indüklenen periferik nöropatik ağrı (KKPN) sitostatik 

farmakoterapinin ciddi bir yan etkisidir. KKPN, sitostatik ilaçların dozaj ve 

seçimini sınırlayabilir, daha ileri tedavi döngülerini erteleyebilir veya sitostatik 

tedavinin kesilmesini sağlayabilir. Semptomlar, tedavi sonrası ağrıdan, 

parestezilere, duyusal ataksiye ve mekanik ve soğuk allodiniye kadar değişir. 

Vücudun ekstremiteleri ağırlıklı olarak etkilenir, ancak tekrarlayan tedavi 

sırasında ağrı ekstremiteler boyunca ilerleyebilir (8-10). KKPN’ye neden olan 

kemoterapötikler arasında yaygın olarak kullanılan taksanlar, platin türevleri 

ve vinka alkaloidlerin yanı sıra nadiren de olsa kullanılan iksabepilon, 

bortezomib ve talidomid bulunur (11). 

       Oksaliplatin en sık kullanılan kemoterapötik ilaç grubunun önde gelen 

platin bazlı bir üyesidir ve biz burada OXPN’nin kemoterapötik ilaca özgü 

patofizyolojik mekanizmalarını ve bu durumun doğru yönetilmesinin 

yöntemlerini tartıştık. Oksaliplatin, paklitaksel ve vinkristin gibi 

kemoterapötik ajanların AKG nöronları üzerinde nörotoksik etkileri vardır 

(Şekil 1) (12). Bu kemoterapötik ilaçlar, voltaja bağımlı sodyum kanalları NaV, 

voltaja bağımlı kalsiyum kanalları CaV, geçici reseptör potansiyel TRP iyon 

kanallarının aktivasyon mekanizmalarını, mitokondriyal elektron taşıma 

zincirini bozabilen; duyusal nöronlardaki ATP üretimini değiştirebilen reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) üretimini arttırır (13). Ortak patojenik mekanizmalara 

rağmen, oksaliplatin’e bağlı nöropati, paklitaksel veya vinkristin kaynaklı 

KKPN’den daha az şiddetli bir inflamatuvar bileşen içerir. Bu inflamatuvar 

bileşen, TNF-α ve IL-1β gibi pro-aljezik mediyatörlerin üretilmesine ve 

salınmasına yol açan spinal kord’un dorsal boynuzundaki mikroglia, astrositler 

ve uydu hücrelerinin aktivasyonlarından kaynaklanır (7). 

       KKPN’nin başlıca patofizyolojik mekanizmalarının iyi bir şekilde 

anlaşılması, yalnızca semptomları tedavi etmek yerine etkili, mekanizmaya 

dayalı tedaviler tasarlamakla mümkündür. Şu anda, KKPN’yi önlemeye 

yönelik hiçbir tedavi seçeneği mevcut değildir ve tedavisi için sadece birkaç 

farmakolojik strateji bulunmaktadır (14). Amitriptilin veya gabapentin gibi 

nöropatik ağrının tedavisinde halen kullanılmakta olan çoğu analjezik ilaç 

klinik çalışmalarda KKPN’yi hafifletememiştir (2).  
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Şekil.1 Kemoterapi ile indüklenen periferik nöropatik ağrı mekanizmaları (2).  

 

2.2.KKPN'nin Etki Mekanizmaları 

       Periferik nöropati, vinkristin, paklitaksel, oksaliplatin, sisplatin ve 

bortezomib gibi çeşitli anti-kanser ilaç sınıflarının yaygın bir yan etkisidir (15). 

Bu ajanlar, özellikle tedavi sırasında nosiseptif duyu kaybı yaşayan hastalarda, 

aksiyon potansiyeli genliğinin azalmasına, periferal ağrının indüklenmesine ve 

ileti hızının yavaşlamasına sebep olarak duyusal sinirleri doğrudan ve dolaylı 

bir biçimde etkiler. Kemoterapi ile indüklenen, aşırı derecede ağrılı olabilen 

KKPN hastanın acı çekmesine neden olur ve bu durum potansiyel olarak yararlı 

olan anti kanser ilaçlarıyla tedaviyi sınırlar. KKPN insidansı, tek bir ajan’ın 

kullanımıyla %3-7 oranlarındayken kombinasyon rejimlerinin uygulanması bu 

oranı %38’lere kadar çıkarabilir (16). Klinik olarak kemoterapiye bağlı 

nörotoksisite tipik olarak duyusal nöropati olarak ortaya çıkar ve en sık görülen 

semptom uyuşukluk, karıncalanma ve yanma ağrısıdır. Kişilerde genellikle 

karıncalanma ve allodini gelişir. Duyusal semptomlar genellikle ayaklarda 

simetrik olarak başlar, fakat iki el ve ayakta eş zamanlı görünür (17). En çok 

vakalar kemoterapötik ilaç tedavisinin kesilmesinden aylarca sonra çözülür, 

ancak duyusal anormallikler ve ağrı bazen kronik bir sorundur (18). 

Nöropatinin ortaya çıkışı ve şiddeti, tek doz yoğunluğu, birikimli doz, infüzyon 

süresi, başka kemoterapötik ajanlar ile eşzamanlı tedavi, diyabet ve alkol 

bağımlılığı vs. bir arada var olan koşullar gibi birçok faktöre bağlıdır.      

       Platin türevi oksaliplatin, kolorektal karsinomların birinci basamak 

tedavisinde olarak yaygın olarak kullanılmaktadır ve ayrıca adjuvan tedavi 

olarak ve ileri kolorektal karsinomda da kullanılır (19). Oksaliplatin iki tip 
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ciddi nöropatik semptomlara neden olabilir: Akut ağrı sendromunu (AAS) 

andıran ve genellikle tedaviden sonraki birkaç gün içinde sübstitüsyona 

uğramış erken bir akut ağrı sendromu ve tedavi sırasında sonraki safhalarda 

ortaya çıkan kronik bir distal sensoryal nöropati olarak sıralayabiliriz (12). 

Diğer platin bileşiklerinin aksine, oksaliplatin, uygulamadan hemen sonra 

ortaya çıkan akut ağrılı bir nöropatiyi indüklemektedir (20). Hastalar 

ekstremite ve peri oral paralizilerden, özellikle de soğuk aşırı hassasiyetinden 

mudariptirler. Hastaların yaklaşık %90’ında, kramplar, parestezi ve disestezi 

ile karakterize, soğuk maruziyetiyle tetiklenen veya güçlenen akut, geçici bir 

sendrom gelişir.  

        

2.3. Nöronal Etki ve İyon Kanalları 

       OXPN'nin hücresel mekanizmaları, paklitaksel ve vinkristin tarafından 

indüklenen KKPN mekanizmalarından farklıdır. Oksaliplatin ligand ve voltaj 

kapılı iyon kanallarının artmış aktivitesi gibi daha ciddi nöronal etkilere 

sahiptir. Hücrelerin içinde oksaliplatin, oksalat ve platine indirgenir. Oksalat, 

hücre içi Ca+2 'yi kenetlemekte ve nöronal membran potansiyelinde ve voltaj 

kapılı iyon kanallarının aktivitesinde bozulmalara neden olmaktadır. Farelerde, 

oksalat enjeksiyonu, oksaliplatin kaynaklı OXPN’ye benzer şekilde soğuk 

allodiniye neden olur, oksaliplatin kaynaklı OXPN’de oksalat için bir rolü 

destekleyen Ca+2 ve Mg+2 (Ca+2-Mg+2) kombinasyonunun infüzyonu yoluyla 

bu ağrı hafifletilebilir (21,22). Oksaliplatin kaynaklı OXPN’de çeşitli TRP 

kanalları rol oynamaktadır. TRPA1, mekanik ve soğuk allodininin mediatörü 

olarak tanımlanırken, TRPV1, TRPM8 ve TRPV4, AKG nöronlarında duyarlı 

hale getirilir ve böylece bu hücrelerin aktivasyon eşiğini azaltır (23). Ayrıca 

oksaliplatin soğuk allodiniye sebep olur ve miyelinli A liflerinin aksiyon 

potansiyelinde voltaja bağımlı sodyum kanal Na+ kanalları aracılığıyla soğuk 

kaynaklı patlamalar meydana gelmesine aracılık eder (24) (Şekil 2). 
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Şekil 2. Primer duyusal nöronlarda (AKG) kemoterapötik ajanların sebep 

olduğu nöropatik ağrı gelişiminde rol alan farklı hedefler arasındaki bağlantılı 

yolların şematik gösterimi (25). 

 

2.4. Nöronal lif kaybı  

       Plantar arka pençe derisindeki duyu nöronlarının periferal terminal 

bölgesinde, vinkristin ve Paklitaksel ile uyarılmış ağrılı nöropatik ağrılarda 

intraepidermal sinir lif kaybı şeklinde duyusal sinirlerin kısmen dejenerasyonu 

gösterilmiştir (26). Sinir liflerindeki kısmi kaybın aşırı uyarımlardan 

kaynaklandığı, transekte aksonlarda ya da dejenerasyona uğramış sinir 

terminallerinde yapılan çalışmalar sonucunda kendiliğinden deşarj ve mekanik 

sensitivite meydana gelmesiyle ortaya konulmuştur (27). Nöropati koşullarında 

epidermis’teki nosiseptörler (28) de dahil A ve C tipi sinir lifleri (soğuğa ve 

sıcağa duyarlı) kaybı meydana gelir ve soğuk allodiniye sebebiyet veren 

soğuğa duyarlı A lifleri kaybı oluşur (29). Dolayısıyla, soğuğa özgü sinir 

liflerinde yaşanan kayıp hayvanlarda soğuk allodininin gelişmesinden bu 

bölgenin sorumlu olabileceğini akla getirmiştir (30). 

 

2.5. Mitokondriyal Değişiklikler 

       Nöropatik ağrı da dahil olmak üzere, merkezi ve periferik sinir sisteminde 

meydana gelen çeşitli nörolojik bozuklukların gelişiminde mitokondriyal 



 
 

8 

disfonksiyon kritik bir role sahiptir (31). Hücre içi Ca+2 sinyal regülasyonu 

(32), reaktif oksijen türlerinin üretilmesi ve apoptotik sinyal yolakları gibi 

nöropatik ağrının gelişmesinde kritik öneme sahip birbirleriyle bağlantılı 

mitokondriyal yollar vardır (3). Kemoterapötik ajan kaynaklı periferal 

nöropatik ağrı, aksonlardaki mitokondrilerde şişkinlik ve boşlukların oluşum 

insidansında önemli düzeyde artış ile ilişkilidir. Kemoterapötikler, voltaja 

bağımlı anyon kanallarını içeren multi-moleküler kompleks yapıdaki 

mitokondriyal permeabilite geçiş porunu (mPTP) açar (33). Nöronal olmayan 

hücrelerde de kemoterapötikler, mPTP'nin açılmasına ve mitokondride 

şişkinliğe, boşlukların oluşumuna, mitokondrinin işlevsel olarak bozulmasına 

neden olur (34) (Şekil 3).  

 

  
 

Şekil 3. KKPN patogenezi ve ilişkili morfolojik değişiklikler (35).  

        

       Kemoterapi ajanlarının nörotoksik etkileri, aksonal hasarın, mitokondriyal 

hasara ve oksidatif strese neden olmak üzere AKG nöronlarının hücre 

gövdeleri ve aksonları da dahil olmak üzere periferal sinir sisteminin 

bileşenlerini olumsuz yönde etkileyen bu durum inflamasyon ile ilişkilidir. 

AKG nöronları ve çevresindeki uydu hücreleri, çoklu iyon kanallarının 

ekspresyon düzeylerindeki değişiklikler (36), nörotransmitterler, bunların 

reseptörleri ve değiştirilmiş gen ifadesi de dahil olmak üzere patolojik birtakım 

değişiklikler gösterir. Mitokondriyal disfonksiyon KKPN’nin kemirgen 

modellerinde ağrı davranışları ile doğrudan ilişkili olan önemli patofizyolojik 
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özellikleri olarak gözükmektedir. Gerçekten de doğrudan mitokondriyal DNA 

hasarı, kemoterapi kaynaklı KKPN’ye katkıda bulunur. 

 

2.6. Kalsiyum İyonu 

       Kalsiyum, kanser kemoterapi ilaçlarının neden olduğu ağrı da dahil olmak 

üzere nöropatik ağrının farklı biçimlerinin patogenezinde önemli bir rol 

oynamaktadır. Sun ve arkadaşları, AKG kültürünü kullanarak kalsiyumun 

hücre hasarına aracılık etmede önemli rol oynadığını gösterdi. Kalmodulin 

(kalsiyum bağlayıcı protein) ve kalpain (kalsiyuma bağımlı proteaz), 

kalsiyumun neden olduğu nöronal hücre hasarının efektörleridir (37).  

       Paklitaksel'in, dorsal omurilikte alfa-2 delta-1 mRNA ekspresyon düzeyini 

arttırdığı iyi bilinmektedir (36). Buna göre, paklitaksele bağlı gelişen allodini 

durumunda gabapentinin önleyici etkisi spinal dorsal boynuzda ve AKG’deki 

alfa-2 delta-1 alt-biriminde gerçekleşir (38). Hücre dışı ve hücre içi kalsiyum 

düzeylerini düşüren quin-2, EGTA gibi ilaçlarla Vinkristin ve paklitaksel 

kaynaklı nöropatik ağrının zayıflatıldığını göstermişlerdir (26). 

         Kemoterapötik ajanlar, mitokondri membranında rol oynayarak kalsiyum 

hareketliliğini etkiler (39). Kemoterapötikler tarafından uyarılmış nöropatik 

ağrı, duyusal primer afferent aksonlarındaki bozulmuş krista ve şişmiş, vakuole 

olmuş mitokondri sayısında önemli orandaki artış ile ilişkilidir (33). 

Mitokondri önemli düzeyde tamponlama kapasitesine sahiptir dolayısıyla 

hücre içi kalsiyum homeostazında ciddi oranda katkı sağlamaktadır. Bozulmuş 

mitokondriyal kalsiyum alımı veya artmış mitokondriyal kalsiyum kaçağı, 

kalsiyum sinyallerinin çoğalmasından ve dolayısıyla kemoterapötik ilaca bağlı 

gelişen ağrıdaki kalsiyum bağımlı süreçlerden sorumlu olabilir. Bunlara 

dayanarak, mitokondriyal yapıda meydana gelen kemoterapötik ajanlara bağlı 

değişimler, kalsiyum aracılı gerçekleşen nöronal uyarılabilirlikteki artışa neden 

olduğu söylenebilir. Dolayısıyla kalsiyum iyonunu ortamdan uzaklaştıran 

ilaçların, bozulmuş mitokondriyal kalsiyum regülasyonunu ve nöropatik 

ağrının olumsuz etkilerini tersine çevirmesi beklenmektedir. Yapılan 

çalışmalar vinkristin uygulanmasının ardından gelişen nöropatik ağrının 

sinirlerde kalsiyum düzeylerini yükselttiğini ve kalsiyum düzeylerini düşüren 

ilaçların da vinkristin kaynaklı nörotoksik etkileri ortadan kaldırdığını 

göstermiştir (40). 
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2.7. Apoptoz  

Apoptoz neredeyse bir yüzyıl boyunca tanımlanmış olmasına rağmen, 

1972’de Currie ve arkadaşları, akut doku hasarından kaynaklanan nekrotik 

hücre ölümlerinden doğal olarak meydana gelen gelişimsel hücre ölümünü 

ayırt etmek için ilk olarak “apoptosis” terimini kullanmışlardır (41). Ayrıca, 

apoptozun hücre proliferasyonu ve ölüm arasındaki dengeye aracılık ederek 

doku homeostazını sürdürmekten sorumlu olduğunu belirtmişlerdir. 

Apoptozun morfolojik özellikleri arasında hücre membranı kabarması, hücre 

büzülmesi, kromatin kondensasyonu ve nükleozomal fragmantasyon 

sayılabilir. Normal koşullar altında, apoptoza uğrayan hücreler, makrofajlar 

veya hücrelerin parçalanmış kalıntılarını tüketen komşu hücreler tarafından 

kabul edilir. Apoptotik yolaklar, birçok klinik öncesi araştırmaların odak 

noktasıdır. Apoptoza yol açan iki farklı moleküler sinyal yolak vardır: intrinsik 

mitokondri aracılı yolak ve ekstrinsik veya hücre dışı aktif yolak (42). İçsel 

yolak genellikle, DNA hasarı ve yüksek seviyelerde reaktif oksijen türleri 

(ROS) üretiminin yanı sıra viral enfeksiyon ve onkojenlerin aktivasyonu gibi 

hücre içi stres sinyallerine tepki olarak aktive edilir. Dışsal yolak ise hücre dışı 

bir ligandın plazma membranı üzerindeki bir reseptöre bağlanmasıyla 

tetiklenir. Her iki yolak da hücresel organellerin ve yapıların hızla 

parçalanmasına aracılık eden kaspazlar adı verilen proteolitik enzimleri aktive 

eder. Kaspazlar, aspartik asit içeren motiflerin bölünmesine katılan bir 

nükleofilik sistein kalıntısı içeren bir protein ailesidir (43). Kaspazlar, bölünme 

olaylarını başlattıktan sonra aktif oligomerler oluşturan aktif olmayan öncüler 

olarak ifade edilir. İki grup kaspaz vardır. Bunlar, başlatıcı kaspazlar (kaspaz 

8, kaspaz 9 ve kaspaz 10) ve efektör kaspazlardır (kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 

7). Kanıtlar, başlatıcı kaspazların oto katalitik aktivasyon yeteneğine sahip 

olduğunu gösterirken, efektör kaspazların başlatıcı kaspaz klevajı ile 

aktivasyona ihtiyaç duyduğunu göstermektedir (44). 

AKG duyusal nöronları apoptoza neden olan platin bazlı kemoterapi 

ilaçlarının primer hedefleri olarak kabul edilir (45). Çekirdekçikte, Platin-DNA 

adüksiyon oluşumuna bağlı DNA hasarını yansıtan morfolojik değişiklikler 

meydana gelir (46). AKG, oksaliplatin gibi platin bazlı eksojen toksik 

maddeler gibi sistemik dolaşıma karışan birçok bileşikler (47) için daha 

erişilebilir hale getiren fenestre edilmiş kılcal damarlar tarafından vaskülarize 
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edilir. Platin ile indüklenen periferal nöropatik ağrı, nöroprotektif tedavi 

tasarımında anterograd aksonal dejenerasyona yol açan AKG duyu 

nöronlarında birincil hasar ile saptanan duyusal bir nöropatidir. Genellikle, 

platin ile indüklenen periferal nöropati distal ekstremitelerde parestezi ile 

karakterizedir ve bu durum propriyoseptif kayıp ve duyusal ataksiye yol açar 

(47). Nöropatik ağrı semptomları sıklıkla tedavi kesildikten sonra bile 

bildirilmiştir (48). Nörotoksisiteyi azaltmak veya önlemek için yapılan 

müdahalelerin birçoğunun başarısız olduğu kanıtlanmıştır (49). 

 

2.8. Kaspazlar 

       Kaspazların OX ile indüklenen periferal nöropati ile ilişkisi, Ta ve 

arkadaşları tarafından 2006 yılında bir kaspaz inhibitörü kullanılarak 

gösterilmiştir. Onlar yaptıkları bu çalışmada sıçan AKG’lerinde Tünel-pozitif 

hücrelerde bir artış gözlemlediler ve bu da kaspaz aracılı apoptozu düşündürdü 

(50). İn-vitro sıçan AKG duyu nöronlarında, OX ‘a uzun süre maruz kalmak, 

apoptoz aracılı hücre ölümüne aracılık eden P38 ve ERK1/2'nin MAP-kinaz 

proteinlerinin erken aktivasyonunu indükler. Tersine, koruyucu JNK/Sapk 

baskılanır ve böylece OX ‘un nörotoksik etkileri artar (51). NGF veya retinoik 

asit ile AKG hücrelerinin tedavisi ile elde edilen MAP-kinazların fizyolojik 

fonksiyonunun geri kazanılması, in-vitro OX kaynaklı nörotoksisiteye karşı 

nöroprotektif etki gösterir. Dahası, PKC'nin de katılımı, OX ve bir PKC 

inhibitörü olan kalfostin C ile birlikte tedavi edilen hayvanlarda mekanik 

hiperaljezinin zayıfladığını gözlemleyen Norcini tarafından kanıtlanmıştır 

(52). Aslında OX, PKC'nin gama izoformlarının aktive edilmesini sağlamış 

olup beynin bazı bölgelerinde gama/epsilon PKC izoformlarının 

fosforilasyonunda artışa neden olmuştur. Benzer sonuçların başka bir PKC 

inhibitörü hiperisin enjeksiyonuyla da elde edildiği bildirilmiştir (52). 

 

2.9.TRP Kanalları ve Ağrı  

       TRPV1 olarak bildiğimiz kapsaisin reseptörünün moleküler olarak 

tanımlamasından bu yana, geçici reseptör potansiyeli (TRP) kanalları ağrı 

bağlamında duyusal sinir fonksiyonlarının anlaşılmasında önemli bir yere 

sahiptir. TRP kanallarının birçoğu, ağrıya ya da ağrıya benzer duyumlara neden 

olan maddelere karşı duyarlılık göstermektedirler; bu maddelere sinamaldehit, 
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mentol, isilin ve kapsaisin’i örnek olarak verebiliriz. Birçok TRP kanalı ayrıca 

sıcaklık artışı veya azalışlarına karşı önemli ölçüde hassasiyet göstermektedir. 

Bazı TRP kanalları, ağrıya neden olan inflamasyon gibi süreçler tarafından 

aktive edilebilen diğer reseptörlerin aktivasyonu ile duyarlılaşır. TRP 

kanallarının, duyusal nöronların aktivasyon mekanizmaları, nörotransmitter 

salınımı ve spinal kord’ta harekete geçirilmesi ve inflamatuvar mediatörlerin 

salınımı kadar çeşitli süreçlerde yer aldığı bildirilmektedir. Bu kadar çeşitli ve 

önemli fonksiyonlara haiz olan TRP kanallarının aktivasyonunun spesifik ve 

seçici inhibisyonunun, ağrının hafifletilmesinde faydalı olacağı önemle 

vurgulanmaktadır.  

       Son on yılda, normal ve ağrılı durumlarda duyusal algılamadaki faktörleri 

ve moleküler mekanizmaları aydınlatmak üzere çok fazla araştırma yapılmıştır. 

Klinik öncesi yapılan bu araştırmalar ile hayvan modellerinde patolojik ağrıya 

karşı duyusal duyarlılığın geliştirilmesi ve sürdürülmesinde rol oynayan birçok 

faktör, yolak ve mekanizma ortaya çıkartılmıştır. Ağrının meydana geldiği 

alandaki önemli keşifler, meydana gelen hasarın neden olduğu nöronal 

fonksiyon bozukluğunun açıklanması, periferik nöronun işlevselleşmesinde 

spinal kord’taki nöronal süreçlerde meydana gelen değişikliklerin tespit 

edilmesi, nöropatik ağrılı hayvan modellerinin oluşturulması, ağrı gelişiminde 

immün sistemin ve glial hücrelerin rolünün araştırılması olarak sıralanabilirler. 

Bu keşifler, anormal derecede artmış ve spontan seyreden ağrıların 

hafifletilmesi için yeni terapötik yaklaşımların ortaya çıkabileceği yönündeki 

beklentileri artırmıştır. Bununla birlikte, bukadar avantajlara rağmen klinik 

öncesi araştırmalardaki ağrı tedavisine oluşturulan yanıt yavaş ilerlemektedir. 

Bu durum, kısmen hayvan araştırma modellerinde moleküler ve fizyolojik kilit 

mekanizmaların klinik rolünün tam olarak anlaşılamaması nedeniyle ortaya 

çıkmaktadır. Bu, son yıllarda ağrının klinik olarak tedavisine dahil olan 

mekanik olarak yeni terapötik ajanların nispeten yetersiz olmasıyla kendini 

belli eder. 

       Ağrı için yeni ajanların kullanımı artmış olsa da (örneğin gabapentin) 

tedavinin temel dayanağı opiyatlar ve steroid olmayan anti-inflamatuvar 

birtakım ilaçlardır. Ayrıca gabapentin, nöropatik rahatsızlıklar için en çok 

önerilen ağrı kesici ilaçlardan biri olmasına rağmen iyileşmeye katkısı 

bakımından geliştirilmeye açıktır (53). Gabapentin’e kıyasla daha güçlü bir ilaç 
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olan pregabalin ise 10 yıl kadar önce piyasaya girmiştir. Gabapentin’in tedavi 

potansiyeli yüksek olup mekanizmasının iyi anlaşılabilmesi için daha fazla 

klinik çalışmalar yapılması gerekmektedir. Son olarak, bir konopeptit N tipi 

kalsiyum kanal blokörü olan zikonotid aynı zamanda ağrının tedavisinde de 

faydalıdır, ancak yan etkiler ve uygulama yolu (intratekal), opiyata dirençli, 

şiddetli kronik ağrı durumunda onun kullanımını sınırlar. Özetle, ağrı için 

klinik tedavi, reçete edilen çok sayıda hastada yeterli rahatlama sağlamamakta 

ve bu nedenle önemli ölçüde iyileştirilmesi gerekmektedir. Bu bakımdan yeni 

mekanizmaların keşfedilmesini amaçlayan farklı terapötik ajanlara ihtiyaç 

duyulmaktadır.  

       Yeni analjezik arayışlarında önemli bir gelişme olarak, TRPV1 

kanallarının küçük moleküllü antagonistlerinin klinik test aşamalarında 

ilerleme kaydedildiği ifade edilmiştir. Kapsaisin reseptörü olan TRPV1, TRP 

iyon kanalları ailesinin bir alt üyesidir (54). TRPV1’in yeni analjezik 

tedavilerin gelişimi için son derece umut verici bir hedef olduğu gösterilmiştir. 

Nitekim TRPV1’in duyusal nöronlarda ifadelenmesinin keşfini takip eden 

yıllarda yine duyusal liflerde TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPA1 ve TRPM8 de 

dahil olmak üzere yeni TRP ailesinin alt üyeleri tanımlanmıştır (55). TRPV1 

başta olmak üzere TRP kanal ailesinin diğer üyeleri, yeni jenerasyon analjezik 

ajanların keşfi ile ilgili hedefler olarak umut vadetmektedirler. 

       Son 20 yılda belki de ağrının moleküler yapısına dair en heyecan verici 

bulgu, ağrıya neden olduğu bilinen kimyasallar için fonksiyonel reseptörler 

olarak işlev gören proteinlerin tanımlanması olmuştur. Aslında, bu algojenik 

moleküller, bu reseptörlerin tanımlanması ve karakterize edilmesi için 

muazzam araçlar olarak vazife görmüştür. İlk tespit edilen algojenik madde ise 

vanilloidler ailesinden bir reseptör olan TRPV1’in agonisti (54) olan 

kapsaisindir. TRPV1 aynı zamanda reziniferatoksin, vanilloid, zencefil ve 

karanfil yağının bir bileşeni olan eugenol da dahil olmak üzere diğer birçok 

algojenik maddeler veya irritantlar ile de aktive olan bir reseptördür.        

  

2.10. TRP Kanallarının Nosiseptif Süreç Üzerindeki Etkileri 

       Özellikle deride ve duyu nöronlarında eksprese olan bazı TRP kanalları, 

sıcaklık değişimlerine karşı hassasiyet sergiler. Aslında, TRPV2 ve TRPV3’ün 

termal duyarlılıkları, moleküler olarak ilk karakterize edildiğinde 
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aktivasyonlarının belirleyici bir özelliğiydi. Termal olarak hassas her TRP 

kanalı “termo TRP” in-vitro olarak eşsiz bir aktivasyon eşiği sergiler; örneğin, 

TRPV1, 43 °C, TRPA1, 17 °C ve TRPV4, 27 °C, TRPV3, 33 °C'de, TRPM8, 

26 °C'de ve TRPV2> 50 °C sıcaklıklarda aktive edilir (56). Bu termo-TRP’ler, 

duyusal sinir lifleri içinde eşsiz örtüşen dağılımlar sergilediğinden, duyu 

nöronlarının sıcaklık değişimlerine özgü hücresel tepkilerine aracılık etmesi 

makuldür. Aslında TRPV1, TRPV3 veya TRPA1’i ifadeleyen genetik yapının 

silinmesi sıcağa (TRPV1, TRPV3) veya soğuğa (TRPA1) karşı duyarlılık 

kaybı ile sonuçlanır. Özellikle zararlı sıcaklıklarda (17 °C’nin altında veya 43 

°C’nin üstünde) soğuk veya sıcak değer aralıklarını tespit etme yeteneği, ağrılı 

sıcaklık koşullarını algılama özelliği TRPA1, TRPV1 ve TRPV2 gibi kanalları 

için önemli bir rol olarak doğrulanmıştır. İlginçtir ki, TRPV3-/- fareler, 

tekrarlanan ısıl uyaranlara karşı artmış akım yanıtları sergilese bile, 

inflamasyona yanıt olarak termal hiperaljezi geliştirmemektedirler. Dolayısıyla 

termal duyarlılık, nosisepsiyonu sürdürmek için başlı başına yeterli değildir 

(53). 

       Bir dizi TRP kanalının diaçilgliserol (DAG) gibi fosfolipit sinyal 

molekülleri tarafından aktive edildiği gösterilmiştir. Fosfolipid 

metabolizmasının harekete geçirilmesi, bradikinin ve prostaglandinler gibi 

nosiseptif sinyalizasyona bağlı G proteini ile birleşmiş reseptörlerin aracılık 

ettiği önemli bir olaydır. TRPA1, TRPV3 ve TRPV4'ün hepsi de aktivasyonu 

artan fosfolipaz C (PLC) ile aktive edilir ve fosfatidilinositol bi-fosfat (PIP2) 

tarafından negatif olarak düzenlenen TRPV1 kanal aktivasyonu, artan PLC 

aktivasyonu ile duyarlılaşır (57). TRPV4 ve TRPM8 fosfolipaz A2 aktivasyon 

ürünleri ile indüklenirken, PLC aracılığıyla TRPM8 aktivasyonunu azaltır (58). 

Bazı durumlarda, anandamid ve N-asil taurin ile TRPV1’in aktive edildiği ve 

TRPM8’in ise lisofosfolipidler tarafından aktivasyonunun sağlandığı gibi lipid 

metabolitleri de bu kanalların doğrudan aktivatörleridir. Belki de TRP 

kanallarının ısı ve fosfolipid hassasiyetinin en ilginç yönü, çoklu uyarıları 

entegre etme yetenekleri ile ilgilidir. Tominaga ve arkadaşları TRPV1 için 

sıcaklık ile aktivasyon eşiğinin düşük pH'lı solüsyonlarla (pH 6.4) daha soğuk 

değerlere kaydırılabileceğini göstererek entegrasyonun ilk kanıtını sağlamıştır. 

Bunu takiben protein kinaz C aracılı TRPV1'in fosforilasyonunun artması ile 

kanalı ısıya duyarlı hale getirebileceği gösterilmiştir (59). 
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       Son olarak, PKC aktivasyonundaki orta düzeydeki bir artış ile birlikte 

düşük pH (6.8), 37 °C’de bile TRPV1 akım yanıtlarının oluşumuna neden 

olabilir (60). Böylece, TRPV1'in inflamasyonlu ağrı süreçleri esnasında 

görülebilecek fizyolojik koşullar altında (doku asitlenmesi, inflamatuvar 

mediatörlerin salınması, artmış lokal kan akımı ve sıcaklık) meydana gelen bir 

tepkiyi aktive etme kabiliyetine haiz olması, inflamatuvar ağrı süreçlerinde 

dahli bulunduğunun bir göstergesidir.  

 

2.11. Periferal ve Spinal Süreçlerde TRP Kanallarının Rolü 

       Nosiseptif yolakların aktivasyonu, tekrarlayan uyaranlara bağlı olarak 

yanıtta ilerleyici bir artış ile ortaya çıkar. Buna genellikle aktiviteye bağlı 

plastisite veya sensitizasyon denir (61). Genellikle ağrı ile ilgili iki tür 

hassasiyet vardır: bunlardan ilki nosiseptöre ait sinir terminallerinin 

otosensitizasyonu, bir diğeri ise dorsal boynuz nöronlarının duyarlılığı ve 

sinyalizasyon yolakları. Her iki tür hassasiyette de TRP ailesinin önemli 

katkıları sözkonusudur. Nosiseptör otosensitizasyonu bütünleştirici 

özelliklerinden dolayı TRPV1 ile önem kazandığı çoğu kez kanıtlanmıştır 

(şekil 4). TRPV1 ayrıca, nosiseptörlerin depolarizasyonunda önemli bir rol 

oynar. TRPV1 kanallarının aktivasyonu lokalize sodyum, kalsiyum iyon 

akışları ile sonuçlanır ve bu durum, yayılımsız nöronal potansiyellere neden 

olur (62). Bu gibi potansiyeller yeterince güçlü olduğunda, nöronal 

depolarizasyon oluşur. Bu moleküler entegrasyon, kanal duyarlılığıyla 

(fosforilasyon) birleştirildiğinde hiperaljezide nosiseptif nöronal transmisyonu 

sağladığı görülmektedir (şekil 4).          

       TRPA1'in duyusal nöronlarda TRPV1 ile birlikte eksprese olduğu 

bilinmektedir. Merkezdeki hassasiyet artışı ele alındığında hem termal hem de 

mekanik hipersensitivite üzerinde TRPA1 kanalları anahtar rol oynamaktadır. 

Dorsal boynuz lamina 1 nosiseptiviteye duyarlı nöronlar nörokinin-1 

reseptörleri içerir ve ilgili alıcı alana uygulanan hardal yağı, bu nöronların 

termal stimülasyona verdiği tepkileri derinden duyarlı hale getirdiği 

gösterilmiştir (63). 

       Nosiseptif sürecin diğer bir yönü de spinal dorsal boynuza giden duyusal 

nöron projeksiyonlarında TRPV1, TRPM8 ve TRPA1'in (AKG’lerdeki güçlü 

ekspresyonu ileri sürülmektedir) güçlü ekspresyonları ile ilgilidir. Bu 
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presinaptik lokalizasyon, TRP kanallarının nörotransmitterlerin sinaptik 

salınımına katılma potansiyellerini ortaya koymaktadır. Gerçekten de kapsaisin 

doğrudan spinal korda uygulandığında nörotransmitterlerin salınmasını 

tetiklediği iyi bilinmektedir. Ve mentol (TRPM8 agonisti) bir AKG-dorsal 

boynuzlu ko-kültür sisteminde sinaptik iletimi artırdığı belirtilmektedir. Bu 

verilere rağmen, presinaptik fizyolojideki bu kanalların işlevi hakkında çok az 

şey bilinmektedir. 

 

 
 

Şekil 4. Nosiseptör nöronların periferik ve merkezi terminallerindeki TRP 

kanallarının rollerinin gösterilmesi (64).  

 

2.12. İnflamasyonda TRP Kanallarının Potansiyel Rolü ve Ağrı 

       TRP kanalları ve ağrı üzerine yapılan araştırmalar büyük oranda nosiseptif 

süreçlerin nasıl işlediğine odaklanmıştır. Bununla birlikte, duyusal nöronlar, 

nörojenik inflamasyon ile ilişkilendirilir; bu süreçte substance P (P maddesi) 

ve CGRP gibi nöropeptidlerin, periferik vazodilatasyon, vasküler sızıntı ve 

immün hücreler üzerindeki etkileri sonucunda duyusal sinir liflerinin periferik 

uçlarından salınımı sağlanır. Bu yanıtların, trigeminal gangliyonun periferik 

sinir uçlarından salınan CGRP'nin bir vazodilatör, pro-aljezik etkisine aracılık 

ettiği ve migren dahil bazı rahatsızlıklara katkı sağladığı düşünülmektedir. 

Kapsaisin deneysel nörojenik inflamasyonu tetiklemek için yaygın olarak 

kullanıldığından, TRPV1 bu süreçte önemli bir rol üstlenmektedir (Şekil 5). 
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Gerçekten de kapsazepin bir enterit modelinde (ince bağırsakta meydana gelen 

tahriş olma durumu) inflamasyon gelişimini önemli ölçüde inhibe eder. 

Duyusal lif aktivasyonunun inflamasyon üzerindeki etkisi, çift yönlüdür. 

İnflamasyon süreçleri, aktive edilmiş makrofajlardan, mast hücrelerinden ve 

diğer immün hücrelerden salınan ve nosiseptörlerde doğrudan ve dolaylı 

etkileri olan TNF-α gibi pro-inflamatuvar sitokin moleküller üretir (64) (Şekil 

5).  

        

        

 
Şekil 5. İnflamasyondan kaynaklanan TRP kanallarındaki değişiklikler (64). 

 

       T lenfositleri ve mast hücreleri de dahil olmak üzere bazı bağışıklık hücre 

tiplerinin önemli bir özelliği, reseptörü aktive edilmiş kalsiyum hareketliliğinin 

varlığıdır. Bu, inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) ile aktive edien ve IP3 ile aktive 

edilmeyen reseptörlerin yanı sıra SOC (Store operated channels) tarafından 

sağlanan kalsiyum akımları veya kalsiyum salınımıyla aktive olan kalsiyum 

akımı (CRAC) aracılı olabilir. Bu akımların, degranülasyon, reaktif oksijen 

üretimi veya proliferasyon gibi hücre aktivasyonunun fonksiyonel sonucunda 

önemli roller üstlendiği düşünülmektedir. 
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2.13. TRP Kanalları ve KKPN 

       Sisplatin ve oksaliplatin ile yapılan tedavinin, AKG nöronlarının primer 

kültürlerinde TRPV1, TRPA1 ve TRPM8 mRNA up-regülasyonuna neden 

olduğu gösterilmiştir. Dahası, in-vivo olarak sisplatin ile tedavinin ardından 

TRPV1 ve TRPA1'in up-regülasyonu ile birlikte oksaliplatin ile in-vivo tedavi 

sonrasında TRPA1'in up-regülasyonu bildirilmiştir. TRPV1 ve TRPA1 

mRNA’larının up-regülasyonu, sisplatin ile tedavi edilen farelerde gözlenen 

termal hiperaljezi ve mekanik allodini’nin moleküler mekanizmalarına katkıda 

bulunduğu anlaşılmaktadır. Dahası, sisplatin ile tedavi edilen TRPV1-null 

farelerin, yine sisplatin ile muamele edilmiş olan wild-type fareler ile 

karşılaştırıldığında, mekanik allodini geliştiği ancak ısı ile uyarılan ağrısal 

tepkiler göstermediği tespit edilmiştir.  

       TRPV1 ve TRPA1'in sisplatin ile indüklenen ağrılı nöropati sonrasında 

termal hiperaljezi ve mekanik allodini gelişimine katkıda bulunabileceği ve 

TRPV1'in in-vivo sisplatin kaynaklı termal hiperaljezide kritik bir role sahip 

olduğu düşünülmektedir (65). TRPV4, paklitaksel ile oluşan ağrılı periferal 

nöropatide mekanik hiperaljezi oluşumunun tetiklenmesi gibi önemli bir rol 

üstlenmektedir (66). Oksaliplatin kaynaklı soğuk allodini, TRPM8 ve 

TRPA1'in artmış duyarlılığı ve ekspresyon seviyelerine atfedilir (23). TRPM8 

AKG'de ekspresedir ve zararsız serin ve zararlı soğuk (<15 oC) sıcaklıklara 

tepki verir. Anand ve arkadaşları oksaliplatin tedavisinin, kültürlenmiş AKG 

nöronlarındaki isilin yanıtını arttırdığını hem TRPM8 hem de TRPA1 

kanallarının oksaliplatin’den etkilendiğini bulmuştur. Kapsazepin’in 

uygulanmasıyla TRPM8 işlevinin engellenmesinin oksaliplatin kaynaklı soğuk 

allodini'yi inhibe ettiği gösterilmiştir (67). 

 

2.14. TRPV1 ve Sistein Oksidasyonu 

       TRPV1 çalışmamızın asıl konusunu oluşturmaktadır. TRPV1, ağrılı 

kimyasal uyaranlarla, 43 oC’de zararlı ısıl uyaranlar ve inflamasyon ile aktive 

olan bir kapsaisin reseptörüdür. AKG nöronlarının alt popülasyonlarında 

TRPA1, TRPV1 ile birlikte bulunur ve tahriş edici kimyasallar, reaktif oksijen 

türleri de dahil olmak üzere çeşitli bileşiklerin yol açtığı ağrı ve nörojenik 

inflamasyonda işlevsel bir role sahiptir. TRPV1, periferal zararlı ısıl uyaranlar 
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için bir iletici işlevi gören kapsaisin ve proton duyarlı katyon seçici kanaldır 

(54).  

       Proteinler oksidatif modifikasyona duyarlı olmakla beraber kimyasal ve 

konformasyonel değişikliklere uğrarlar. 20 yaygın amino asit arasında, Sistein 

tortusu, sülfidril grubundan dolayı yüksek reaktiviteye sahiptir (68). Sistein 

tortuları sıklıkla enzim katalitik bölgelerinde bulunurlar, burada yapısal 

proteinleri şekillendirmede merkezi bir rol oynayan yapısal disülfidler 

oluştururlar. Yüzeydeki sistein kalıntılarının pH değerlerinin fizyolojik pH’a 

yakın olarak yaklaşık 7,5 olduğu tahmin edilmektedir. Bu, tiyol ve tiyolat 

formlarındaki sistein popülasyonlarının, çevreleyen ortamın aracılık ettiği pH 

veya elektrostatik etkileşimlerdeki marjinal pertürbasyonlarla kolayca 

değiştirilebileceği anlamına gelir (69). Tiyolat, yüksek oranda nükleofiliktir ve 

böylece, redoks ortamındaki değişiklikleri saptamak için duyarlılık kazandıran, 

elektrofilik ve oksitleyici ajanlara karşı tiyolden daha duyarlıdır. 

       Çeşitli hücre tiplerinde eksperese olan çok sayıda TRP kanallarının redoks 

durumlarında meydana gelen değişikliklerin algılanması için sistein 

kalıntılarını kullandığı bilinmektedir. Redoks duyarlı TRP kanallarının duyusal 

nöronlardaki ilk kanıtı, Szallasi ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışma 

ile ortaya çıktı. Bu çalışmada, TRPV1'in güçlü bir agonisti olan 

resiniferatoksinin dorsal boynuz ve AKG’ye bağlanması, indirgeyici ve 

oksidan ajanların varlığında değişmiştir (70). Yapılan başka bir çalışmada 

oksidasyon ve redüksiyonun, sıçan TRPV1 kanallarının heterolog bir HEK293 

(embriyonik insan böbrek hücre hattı) ekspresyon sisteminde sıcaklığa karşı 

hassasiyeti arttırdığını ortaya koymuştur. Hem hücre dışı hem de hücre içi 

sistein kalıntıları kanalların aktivasyonu için oksidatif modifikasyona tabi 

tutulur.    

       Beşinci ve altıncı transmembran bölgeleri arasındaki alanda lokalize 

olmuş, sıçan TRPV1'lerinde sistein mutasyonu, reaktif disülfid, NO ve H2O2 

ile TRPV1 aktivasyonunun önemli ölçüde bastırılmasına neden olmuştur. 

Bununla birlikte, bu sonuç, mutasyonlar ile kapsaisin aktivasyonunun 

bastırılmasından ötürü, spesifik olmayan yapısal protein bozulmasını ele alan 

çalışmalar tarafından sorgulanmıştır. Tavuk TRPV1’lerinde, araştırmacılar 

tüm protein sistein tortularını mutasyona uğratmış ve sonrasında oksidasyonla 

başlatılan aktivasyondan sorumlu tekil sistein tortularını değerlendirmek için 
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tek tek sistein kalıntılarını tekrar proteine geri yerleştirmiştir. TRPV1'in 

oksidasyona duyarlılığını düzeltebilen çok sayıda N- ve C-terminali tersine 

çevirme mutasyonları saptamışlardır. Ek olarak, tavuklardaki TRPV1'in 

aktivasyonunun disülfid bağının oluşumu yoluyla dimerizasyonun bir sonucu 

olduğu öne sürülmüştür. Yukarıdaki oksidasyon kaynaklı TRPV1 aktivasyon 

modellerinin hepsinin, protein yapısının spesifik olmayan bir şekilde 

parçalanmasına eğilimli olan sistein bölge yönelimli mutageneze 

dayanmaktadır. Bu durum, TRPV1 kanallarının indirgeyici ajanlara olan 

duyarlılığının, bir disülfid bağının varlığına atfedilmesinden dolayı önemlidir 

(71). 

 

2.15. TRPV1 Kanal İnhibisyonu 

       KKPN'ye TRP kanallarının katkısı göz önüne alındığında, TRP 

kanallarının antagonistleri periferden spinal korda nöropatik ağrının iletimini 

önlemede yardımcı olabilir. İkinci jenerasyon TRPV1 antagonistleri klinik test 

aşamasındadır ve önümüzdeki birkaç yıl içinde kullanıma girmiş olabilir. 

Endojen lipid menşe’li TRPV1 inhibitörleri nöroprotektin D1 ve resolvin E1'in 

(İnsan vücudu tarafından omega-3 yağ asitleri eikosapentaenoik asit ve 

dokosaheksaenoik asitten üretilen, hücresel inflamasyonu azalttığı düşünülen 

çeşitli bileşikler) farelerde sinir hasarını takiben mikroglia ve astrositlerin 

aktivasyonunu ve ardından sitokin salınımını azalttığı gösterilmiştir (72,73), 

(Şekil 6). 
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Şekil 6. TRP kanal modülasyonunda rol oynayan lipid metabolitleri. (74)  

       Dahası, nöroprotektin D1, sinir hasarından kaynaklanan mekanik 

allodininin iyileşmesine yardımcı olmuştur (75). TRP kanallarının ve glial 

hücre aktivasyonunun sinerjik inhibisyon mekanizmaları, dirençli gliyoz 

durumunun (gliyoz, beyinde astrosit üretiminin artış göstermesi) ve artmış 

TRPV1 aktivasyonunun da dahil olduğu KKPN’de, özellikle de paklitaksel 

kaynaklı KKPN tedavisinde umut verici olabilir. Aynı aileye ait ve aynı 

zamanda güçlü anti-inflamatuvar özelliklere sahip bir lipid olan maresin-1'in 

farelerde vinkristine bağlı mekanik allodininin iyileşmesine katkı sağladığı 

ispat edilmiştir (76). Bununla birlikte, TRP kanal antagonistlerinin kullanımı, 

KKPN mekanizmalarındaki kemoterapötik ilaca bağımlı heterojenite ile 

sınırlıdır. 

 

2.16. KKPN için Terapötik Seçenekler 

       KKPN'nin önlenmesi ideal terapi stratejisi ile mümkündür, ancak bugüne 

kadar, çoğu önleyici stratejiler KKPN'nin patofizyolojik mekanizmalarına 

nedensel olarak değinmeden sadece deneysel olarak test edilmiştir. Bazı 
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örtüşmelere rağmen (Şekil 7), paklitaksel, vinkristin ve oksaliplatin tarafından 

uyarılan KKPN mekanizmaları, kemoterapötik ilaca özgüdür ve farklı önleyici 

stratejiler gerektirir. Kemoterapi sırasında, hastalar zaten her birinin kendi yan 

etkileri olan farklı ilaçların kombinasyonuna maruz bırakılıyor. Ayrıca, 

ilaçların kombine kullanımı artmışsa, çapraz reaktivite riski artar ve bu durum 

sitostatik tedavinin etkinliğini etkileyebilir. Bu nedenle KKPN yönetimi ideal 

olarak monoterapötik bir yaklaşım gerektirir. 

 

 
 

Şekil. 7 KKPN'de farklı ve örtüşen mekanizmalar (2).  

 

2.17. Antioksidanlar ve Nöroprotektif Maddeler 

       Reaktif oksijen türlerinin (ROS) ve bunların oksidasyon ürünlerinin 

KKPN'ye dahil edilmesi, bu kemoterapötik ilaçların da katkısıyla 

antioksidanlarla erken müdahelenin ROS'un nörotoksik ve zararlı etkilerini 

azaltacağı ve KKPN'yi hafifleteceği hipotezine yol açmaktadır. Bununla 

birlikte, antioksidanların kullanımı karmaşıktır; antioksidanlar hücre ve 

dokularda benzersiz etki alanlarına ve vücutta lipofilite ve çözünürlük gibi 

fiziksel parametrelerine bağlı spesifik dağılım rotalarına sahiptir (77). Bir 

serbest radikal süpürücü olan Fenil-N-tert-bütil-α-fenilnitron, kemirgenlerle 
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yapılan bir çalışmada paklitaksele bağlı mekanik allodini’yi azalttığı 

keşfedilmiştir (78), ancak tüm antioksidanların periferik sinir sisteminde (PSS) 

veya merkezi sinir sistemindeki (MSS) ROS üretimini ya da salınımını etkili 

bir şekilde önlemesi beklenmemektedir.  

       Mitokondri protektif fonksiyonları ile endojen bir antioksidan olan asetil-

l-karnitin, bir klinik araştırmada taksan tarafından indüklenen KKPN'nin 

iyileşmesinde faydasız oldu ve hatta bir grup hastada taksan aracılı KKPN'yi 

şiddetlendirdi (79). Benzer şekilde, 70 hastayı içeren bir çalışmada, lipofilik 

antioksidan α-lipoik asit platin kaynaklı KKPN semptomlarını hafifletemedi 

(80). Alfa-lipoik asit oksitlenmiş glutatyon disülfidi indirgeyerek serbest 

glutatyonu geri kazandırdığından, α-lipoik asit ve glutatyonun bir 

kombinasyonu, indirgenmiş glutatyonu takviye edebilir ve A vitamini ile E 

vitamini hipotezinde olduğu gibi, kombinasyonunun kullanımı, tek başına α-

lipoik asit veya glutatyondan daha güçlü bir antioksidan etkiye sahip olabilir. 

Küçük çaplı bir çalışmada, A vitaminin türevi retinoik asidin KKPN'nin 

iyileşmesine katkı sağladığı bulunmuştur (81). Bununla birlikte retinoik asidin 

cis ve all-trans izomerleri, endojen TRPV1 aktivatörleri olarak tanımlanmıştır, 

bu nedenle nosiseptörler de dahil olmak üzere periferik duyu nöronlarının 

eksitabilitesini ve duyarlılığını arttırır (82). Bu gözlem temelinde, KKPN'yi 

önlemek için retinoik asit önerilemez. Son olarak, küçük randomize bir faz II 

çalışması, oksaliplatin kaynaklı KKPN semptomlarının bir vitamin B6 türevi 

ile azaltıldığını bildirmiştir (83). 

       Dokosaheksaenoid asit ve eikosapentaenoik asitten türeyen omega-3 yağ 

asitlerinin nöroprotektif, anti-inflamatuvar ve anti-nosiseptif etkileri birçok 

ağrıya bağlı bağlamda gösterilmiştir (84). Omega-3 lipid tedavisi, plasebo ile 

karşılaştırıldığında, paklitaksel KKPN insidansında belirgin bir azalma ile 

ilişkilendirildi. Bu çalışmanın sonuçları umut vericiyse de paklitaksel kaynaklı 

KKPN’nin iyileştirilmesinde omega-3 yağ asitlerinin etkinliğini 

değerlendirmek için daha büyük klinik araştırmalara ihtiyaç vardır. KKPN’de 

aminoasit glutamin’in potansiyel faydalı rolü, gözden geçirilmiş ve başka 

yerde değerlendirilen küçük klinik çalışmalarla kıyaslanmıştır (85). Az çalışma 

ile sınırlı olması nedeniyle, KKPN’li hastalarda glutamin'in faydalı etkileri 

hakkında yeterli kanıt bulunamadığı sonucuna varılmıştır (85). Oksaliplatin 

uygulanmasından sonra, oksalat ile duyusal nöronlarda şelatlanmış (şekil 8) iki 
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değerlikli katyonları doldurmak için (Ca+2-Mg+2) infüzyonları öne sürülmüştür 

(86). Gerçekten de birkaç küçük klinik çalışma, (Ca+2-Mg+2) infüzyonlarının 

umut verici etkilerini göstermiştir (87).  

                                                                           

 
Şekil. 8 OX’un neden olduğu nörotoksisitenin patogenezi altında yatan 

mekanizma. Oksalat, bikarbonat iyonları ile oksaliplatin’den intrasellüler 

salınır (88). 

 

       Özetle, küçük klinik çalışmalarda antioksidanların ve nöroprotektif 

ajanların KKPN'nin hafifletilmesinde veya önlenmesinde gelecek vaat eden ön 

etkileri bulunmuştur. Bununla birlikte, küçük gruplar, KKPN'ye koruyucu veya 

iyileştirici herhangi bir terapötik müdahale için büyük klinik kanıtlara dayalı 

herhangi bir kesin öneri verilememektedir. KKPN'de antioksidanların ve 

selenyum (Se) gibi nöroprotektif elementlerin olası yararlı etkilerini güvenilir 

şekilde değerlendirmek için geniş randomize, çalışmalara ihtiyaç vardır. Bier 

eser element olan Se, diğer antioksidanlara ve nöroprotektif maddelere 

alternatif olabilir. Se, nitrik oksit sentezini ve NADPH oksidaz aktivitesini 

azaltır ve böylece ROS üretimini azaltır. Antioksidan tedavisinin tümör 

büyümesini ve ilerlemesini etkileyebileceği unutulmamalıdır. Bir fare 

çalışması, N-asetilsistein ve E vitamininin DNA hasarını azaltarak ve tümör 

süpresör p53'ün aktivasyonunu önleyerek tümör hücresi çoğalmasını ve tümör 

büyümesini belirgin bir şekilde artırdığı bildirmiştir (89). Bu sonuçlar, 
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KKPN'yi önlemeye yönelik antioksidan tedavinin denemelerinde risk-fayda 

analizinin kullanılmasının gerekliliğini vurgulamaktadır (90). 

 

2.18. Selenyum 

       Se önemli biyolojik rolleri olan temel bir eser elementtir. Biriken kanıtlar, 

Se bileşiklerinin antikanser özelliklere sahip olduğunu gösterir. Se, spesifik 

olarak selenosistein formunda proteinlere dahil edilir ve metiyonin yerine 

selenometiyonin olarak spesifik olmayan bir şekilde dahil edilir. Se'nin 

yararları, glutatyon peroksidazın (91), tioredoksin redüktaz ve oksidatif strese 

karşı koruma sağlayan diğer enzimlerin oluşumunda Se'nin temel rolünün 

keşfinden sonra ortaya çıkmıştır. Bu keşif sonrasında selenoproteinlerin ve 

selenoenzimlerin tüm yüksek omurgalıların metabolizmasında yer aldığı çok 

sayıda çalışma ile doğrulanmıştır. İnsan sağlığı için önemli olan birçok alanda 

Se'nin rolünü gösteren birikmiş kanıtlar (92) Rayman tarafından gözden 

geçirilmiştir. Epidemiyolojik çalışmalardan elde edilen laboratuvar analizleri 

ve klinik çalışmaları ile kanser gelişmesine karşı Se'nin koruyucu rolü 

desteklenmiştir (93). Se’nin biyolojik sistemlerde çoklu rollere sahip olduğu 

açıktır. Birçoğu antioksidan ve nöroprotektif etkilere sahiptir. Son zamanlarda 

Se’nin kemoprotektif etkileri hakkında araştırmalar yapılmıştır (92). 

       Besinsel L-selenometiyonin ve L-selenosistein’in her ikisi de hayvansal 

protein bileşenlerindendir (94). İnsan Se-eksikliği hastalıkları ilk olarak Çin'in 

bazı bölgelerinde tanımlanmıştır. Bunlar, keşan hastalığı, endemik 

kardiyomiyopati, kashin-beck hastalığı ve deforme artrittir (92). Diğer birçok 

çalışma, Se eksikliğinin bazı bağışıklık yeterliliğinin yitirilmesi ile birlikte 

olduğunu göstermektedir. Hem hücre aracılı immünite hem de humoral 

bağışıklık bozulur (95). Se eksikliği aynı zamanda bazı viral enfeksiyonların 

(örneğin AIDS'e HIV ilerlemesi) oluşumu, hastalık progresyonu ile 

bağlantılıdır. Kadınlarda serum Se düzeyindeki azalma, düşük yapma riskini 

artırır (96) ve erkeklerde sperm motilitesinde ve fertilizasyon şansında azalma 

ile bağlantılıdır (97). Bazı nörotransmitterler Se eksikliğinden etkilenmektedir. 

Yaşlılarda düşük plazma Se konsantrasyonları, yaşlılık, Alzheimer hastalığı ve 

depresyon ile anlamlı bir şekilde ilişkilidir (98). Se, tiroit hormon 

metabolizmasında, deiyodinaz enziminin bir parçası olarak işlev görür (99). 

Bulgular, Se ile kardiyovasküler hastalık riski arasında bir korelasyon olduğu 
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konusunda fikirler mevcuttur (100). Romatoid artrit, pankreatit ve artmış 

oksidatif stres veya inflamasyon ile ilişkili astım gibi diğer bozuklukların 

Se’nin düşük seviyelerinden etkilenmesi beklenebilir (101). Genel oksidatif 

stres cevabının oluşturulması tamamen Se ve enzim düzeylerinden etkilenir 

(92). 

       Se, normal diyetlerde çoğunlukla organik formlarda bulunur. Organik Se, 

esasen selenometiyonin, selenosistein ve Se-metil selülozit formunda gıdalarda 

bulunurken, inorganik Se, selenit veya selenat olarak çok daha az sıklıkta ve 

çok düşük miktarlarda ortaya çıkar. Organik formların birçoğunda, 

selenometiyonin, Se bakımından zengin diyetlerin çoğunda baskın olan 

formdur. Se'nin hem organik hem de inorganik formları selenoprotein üretmek 

için vücutta benzer etkinlikle birlikte kullanılmaktadır (102) ancak Se, içinde 

bulunduğu kimyasal forma bağlı olarak metabolizmanın farklı noktalarına 

müdahil olur. Se metabolizmasını gösteren bir metabolik şema Şekil 9’de 

sunulmuştur. 

 

 
Şekil 9. Se’nin metabolik yolunun şematik olarak ifade edilmesi (103). 

 

       Se, selenit ve selenatın inorganik formları, glutatyon (GSH) ile 

azaltılmaktadır. Bir dizi ara metabolik aşama, H2Se oluşumuna yol açar veya 

doğrudan metabolik havuza girer (104). SSe tiyoller ve NADPH-bağımlı 

redüktazlar (105) ile indirgeme yoluyla seleno-diglutatyon (GSSeSG) yoluyla 
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H2Se ve elementel Se (Seo) üretir. Bu indirgeme yolu süperoksit (O2•-) 

radikalinin üretimine sıkı sıkıya bağlıdır. Gıdalardaki Se-içeren amino asitlerde 

bulunan organik Se, aynı anahtar ara maddeye metabolize edilir (106). Dahası, 

H2Se, Se ve bunun metilasyon yolunun indirgeyici metabolizması arasındaki 

ara bileşiktir. H2Se, ya glutatyon peroksidaz, tioredoksin redüktaz, 

iyodotironin deiyodinazlar gibi seleno-proteinlerin sentezine yönelik bir öncü 

olarak işlev görür ya da   Se’nin mono-, di- ve tri-metillenmiş formlarını 

üretmek için tiyol S-metiltransferazların enzimatik reaksiyonu ile adım adım 

metilasyona (sırasıyla metilselol, dimetildiselenit ve trimetilselenonyum 

iyonu) uğrar (93). Se’nin ana diyet formu olan selenometiyonin, birçok farklı 

metabolik reaksiyona maruz kalmaktadır. 

       Diyetten alınan veya selenometiyoninden türetilen başka bir diyet organik 

Se türü olan selenosistein de H2Se’ye dönüştürülür. Selenosistein de H2Se’den 

selenofosfat sentetaz ile selenofosfattan sonra H2Se’den sentezlenir. Böylece 

selenosistein tüm selenoenzimlerde aktif katalitik bölge oluşturur ve 

selenoprotein sentezi için gereklidir (107). Selenometiyoninden farklı olarak 

Se-metilselenosistein, proteinlere dahil edilmez, ancak Beta-liyaz ile doğrudan 

metil selüloza dönüştürülebilir (108). Se-metilselenosistein gibi, selenobetain, 

metilseleninik asit ve metilselosiyanat gibi sentetik Se bileşikleri de kolayca Se 

kimyasal reaksiyonunun hücresel olaylarında ana ara metabolit olduğuna 

inanılan metilselenol üretir (109). 

       H2Se havuzuna veya metilselenol havuzuna giren Se bileşikleri tiyol S-

metiltransferazlar tarafından metilasyona tabi tutulur ve sırayla nefes içinde 

dışarı verilen veya idrarda vücuttan Se homeostazına katkıda bulunan farklı 

metil metabolik Se formları üretir. Düşük Se dozlarında, Se’nin monometilatlı 

formları, ana form olarak idrarla atılırken, trimetillenmiş formlar yüksek 

dozlarda baskındır. Trimetilselenonyum iyonunun seviyesi metabolik platoya 

ulaştığında, dimetilselenit solunuma verilir (110). Genel olarak, metilasyon 

yolunun, diyette veya takviyelerde tüm Se için detoksifikasyon yolu olduğu 

düşünülmektedir (104). 
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2.19. Selenyumun Antioksidan Aktiviteleri 

Tüm canlı aerobik organizmalar, ROS'un neden olduğu oksidatif hasara 

karşı koruma sağlayan belirli savunma mekanizmaları geliştirmişlerdir (111). 

Bu antioksidan enzimlerin en bilinenleri süperoksit dismutazdır (112). Se’nin, 

serbest radikalleri temizleyebilen madde olarak veya selenoenzim ailesinin bir 

bileşeni olarak antioksidan savunmada önemli rollere sahip olduğu 

bulunmuştur. Oksidatif stresi ortadan kaldırmada etkisinin olduğunu gösteren 

deneysel kanıtlar, 1973 yılında Se’nin ilk tanımlanmış selenoprotein olan 

glutatyon peroksidaz (GPx) içerisine dahil edildiği anlaşılmıştır (91).  

GPx ailesi enzim üyeleri, hidrojen peroksit (H2O2) ve lipit peroksidlerinin 

azaltılmasında etkilidir. GPx’in oksidatif stresi azaltmadaki rolüne 

bakıldığında Se-bağımlı GPx’in kanser önleme için makul bir mekanizma 

sağladığı öne sürülmüştür. Bununla birlikte, GPx aktivitesinin, normal 

miktarlarda Se ile beslenen hayvanların dokularında en üst düzeye çıkarıldığı 

ve diyet olarak yükselmediği bulunmuştur. Kimyasal reaksiyona ulaşmak için 

gerekli olan yüksek seviyelerde 10 kat arttırılmıştır. Böylece, Se takviyelerinin 

kimyasal yoldan etkilerini, doymuş GPx seviyelerine bağlı olmayan bir şekilde 

uyguladıkları görülmüştür (113). Se’nin, antioksidan savunma sistemiyle 

ilişkili önemli enzimatik fonksiyonlara sahip selenoproteinlerin bir bileşeni 

olduğu bulunmuştur. Bunlardan biri olan tiyoredoksin redüktaz’ın Se 

metabolizmasında önemli bir enzim olduğu düşünülmekte, Se bileşikleri 

azaltılmakta ve hücre içi redoks durumunun kontrol altına alındığı 

görülmektedir (114). Diğer bir selenoprotein olan selenoprotein P, endotelyal 

hücreleri serbest radikallerin zarar görmesine karşı korumaktadır (92). Bununla 

birlikte, bazı selenoproteinlerin, özellikle de selenoprotein P'nin optimal 

ekspresyonunun, daha yüksek miktarda diyetsel Se (115) gerektirdiğini ve 

önemli sayıdaki bireyde selenoproteinlerin verimli sentezi için daha yüksek bir 

Se gereksinimine sahip olabileceği açıkça ortaya konmuştur. (116). 

Selenoprotein ekspresyon seviyelerindeki bireyler arası varyasyon, 

selenoprotein genlerinde, bireylerin selenoproteinlere Se’yi dahil edebilme 

verimliliğini belirleyen tek nükleotid polimorfizmleri için hesaba katılabilir 

(103). 
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2.20. Selenyum ve Hücresel Redoks 

       Se, hücresel redoks regülasyonunda önemli bir rol oynayan ve glutatyon 

peroksidazın fonksiyonu için gerekli olan bir eser elementtir. Bunun nedeni ise 

selenoenzimin aktif bölgesinin, oksidatif hasara karşı hücresel bileşenleri 

korumasında kritik role sahip olan yapısal bir bileşeni olmasıdır. Ayrıca Se, 

antioksidan etki, tiroit hormon metabolizmasının düzenlenmesi, keratinlerin 

bütünlüğünün sürdürülmesi ve antikor sentezinin uyarılması gibi fizyolojik 

aktiviteler sergiler (117). Buna ek olarak, daha önceki çalışmalarda Se 

nöroprotektif bir etkiye sahip olduğu bildirilmiştir (118). Birçok çalışma insan 

ve hayvan modelinde platin ajanlarla birlikte uygulanan antioksidan tedavilerin 

etkinliğini incelemiştir (119). 

 

2.21. Selenyumun KKPN Üzerine Etkisi 

  Se biyolojik etkilerinin çoğunu, 21. amino asit olarak kabul edilen 

selenosistein olarak dahil edildiği birkaç selenoprotein vasıtasıyla uygulayan 

temel bir mikro besleyici maddedir. İnsan selenoproteini, çeşitli fizyolojik 

süreçlerde yer alan 25 gen tarafından kodlanır. Glutatyon peroksidaz (GPx), 

tiyoredoksin redüktaz ve selenoprotein, antioksidan savunma, bağışıklık 

fonksiyonu, embriyogenez ve fertiliteyle ilişkili en iyi bilinen 

selenoproteinlerdir (120). Son 40 yıldır, Se metabolizması, toksikolojisi ve 

beslenmesi, çoklu biyolojik fonksiyonlar ve proteinlere dahil edilmesindeki 

eşsiz mekanizmaları nedeniyle büyük ilgi görmüştür. Se’nin sinir sistemi için 

önemi ilk olarak, düşük seviyelerde glutatyon peroksidaz aktivitesine sahip 

intrakutan nöbetler geçiren çocuklarda, Se kullanımıyla iyileşme gözlenmesi 

ile anlaşılmıştır (121). Bununla birlikte, Se’nin merkezi sinir sisteminin (MSS) 

işleyişindeki rolü, oldukça uzun bir süre için belirsiz kalmıştır. Se ile ilgili 

yapılan biyokimyasal ve nörotoksikolojik çalışmalarla yeni yaklaşımlar ortaya 

konmuştur (122). İnsan sağlığında Se’nin rolüyle ilgili birçok kapsamlı çalışma 

(123) yayınlandı. Yine de sinir sistemindeki Se’nin fonksiyonları göz önüne 

alındığında, iyon kanalları disregülasyonu, mitokondriyal disfonksiyonu, 

oksidatif stres, kaspaz faaliyetleri, apoptoz gibi moleküler spesifik 

mekanizmalar doğuran ve bunlarla beraber neticede mikroglia aktivasyonu, 

aksonal transport bozukluğu ve hipereksitabilite gibi inflamasyon ve nöropatik 

ağrı durumlarının geliştiği kemoterapötik ajanların kullanımıyla tetiklenen 
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nöropatik ağrı durumlarındaki rolleri netlik kazanamamıştır. Bu bağlamda ele 

aldığımız bu tez çalışması kemoterapötik ajanların (OX) kullanımı nedeniyle 

tetiklenen nöropatik ağrı durumunda mekanizması bozulan iyon kanallarının 

(TRPV1) Se’nin etkisi ile düzelme durumunu araştıran tek araştırma 

niteliğindedir. 

       Se primer duyusal nöron hücrelerinde kanser tedavisinde kullanılan 

kemoterapötik ajanların neden olduğu sürekli olarak yüksek reaktif oksijen 

türleri (ROS) üretimi ve artmış bazal ROS üretimini önlemek için bir 

antioksidan savunması ile ROS'a karşı bu hücre tiplerinin savunulmasını ve bu 

ağrının bertaraf edilmesini sağlar. Buna dayanarak, oksidatif stres yeni 

antikanser ajanlarının rasyonel tasarımı için tümöre özgü bir hedef olarak kabul 

edilmiştir. Redoks modüle edici bileşikler arasında Se bileşikleri, ümit verici 

kemoterapötiklerin yan etkileri nöropatik ağrıya karşı olumlu 

potansiyellerinden dolayı geliştirilecek ilaçlarda mutlaka göz önünde 

bulundurulması gerekmektedir. 

       Se bir dizi biyolojik fonksiyonlarda rol oynayan önemli bir eser elementtir. 

Se’nin sinyal iletimi ve sinir sisteminin fizyolojik fonksiyonlarının devamında 

önemli katkılar sağladığı daha önceden yapılan çalışmalarla gösterilmiştir 

(124). Aynı zamanda GSH-Px enzimi için bir kofaktör görevi görür ve ayrıca 

antioksidan savunmaya katılan selenoproteinlere dahil edilir (125). 

Selenosistein veya selenometiyonin gibi Se’nin birtakım formları olan memeli 

proteinlerine dahil edilirler (122). Yüksek konsantrasyonlarda biyolojik 

sistemlere toksik etkisi olsa da düşük dozlardaki Se epilepsi (126) ve ağrı gibi 

çeşitli nöronal hastalıklarda nöroprotektif maddeler olarak rol oynamaktadır. 

Se’nin nöroprotektif etkileri, apoptozu inhibe etme yeteneğine ve iyon 

kanalları yoluyla Ca+2 girişini modüle etmesine bağlanır. Arka kök 

gangliyonları, afferent spinal sinirlerde nöronların hücre gövdelerini içeren 

arka kökündeki nodüllerdir. Nosiseptif uyarıları elektriksel iletilere 

dönüştürerek beyne iletirler, ayrıca merkezi sinir sistemindeki sinaptik iletimi 

modüle ederler (118). 

       Duyusal nöropatiler ve nöropatik ağrı, tüm dünyada milyonlarca insanı 

etkileyen yaygın kronik klinik durumlardır. Duyusal nöronopatiler ya sinir 

hasarlanmasından ya da diyabet ve periferal duyusal sinirlere zarar veren, 

kanser tedavisinde kullanılan kemoterapötiklerden (KKPN) kaynaklanır. Bu 
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hasarın bir sonucu olarak AKG nöronları aşırı uyarımlı hale gelir. Duyusal 

nöropatilerin AKG nöronlarının primer dejenerasyonu ile karakterize olduğu 

ileri sürülmüştür (118). Se’nin nöroprotektif desteğinin AKG, SN nöronlarında 

sitozolik Ca+2 düzeyleri, apoptoz ve oksidatif stres parametreleri üzerine 

etkileri moleküler analiz teknikleriyle ele alındığında ancak anlaşılabilir. 

Nitekim yaptığımız tez çalışması bu parametreler eşliğinde Se’nin olumlu 

etkisini ele almıştır.  Yaptığımız bu tez çalışmasının sonuçları incelenecek 

olursa, kemoterapötik ajanlardan biri olan OX uygulanan sıçanlarda gelişen 

periferal nöropatik ağrı modelinde Se’nin, TRPV1 aracılı iyileşmeye katkı 

sağlayıp sağlamadığı, katkı sağlıyorsa da bunu hangi yolaklar aracılı 

gerçekleştirdiği, nöronal hücrelerde (AKG, SN) apoptotik yolakların, kaspaz 

kaskadlarının, JC-1 değişimlerinin, ROS üretim seviyelerinin, TRPV1 kanal 

aktivasyon düzeyleri açısından moleküler tekniklerle ele alınmıştır. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Kullanılan Alet ve Malzemeler 

 
Amplifikatör: HEKA (Almanya) 

Buz yapım cihazı: ITV IQ P5C (Amerika) 

Casy TT hücre sayım cihazı: Roche, (Almanya) 

Çalkalamalı su banyosu: Biosan Orbital shaker PSU 10i  (Türkiye) 

Çalkalamalı su banyosu: Termal Laboratuvar Aletleri (Türkiye) 

Çoklu kuyucuk okuyucu: Plate reader Infinite 200 Pro, Tecan (Avusturya) 

Distile su cihazı: Purelab option DU25 (Amerika) 

Faraday kafes sistemi: SDÜ Metal atölyesi (Türkiye) 

Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (İsviçre)  

Hücre kültürü flaskları: (25 ve 75 cm2) (Çin) 

Hücre kültürü inkübatör: Heal Force HF90, Smart Cell (Japonya) 

Isıl ayarlı manyetik karıştırıcı: Variomag Monoterm (Almanya) 

İnverted mikroskop: Zeiss (Almanya) 

Kalsiyum sinyali için şeffaf küvet: Sarstedt Cuvvette (Almanya) 

Laminer akım kabini: Cryste, Puricube (Güney kore) 

Laminer akım kabini: Jouan B4I (Fransa) 

Manyetik karıştırıcı: Nüve (Türkiye)  

Mikromanüplatör: Marzhauser Wetzlar (Almanya) 

Ph metre: Hanna Instruments (Portekiz)  

Pipet yapım cihazı (Puller): Sutter Instruments (Amerika) 

Pipetler (borosilikat): Sutter Instruments (Amerika) 

Pompa (peristaltik): Ismatec (İsviçre) 

Santrifüj için falkon tüp: isolab 15 ml ve 50 ml (Almanya) 

Soğutmalı santrifüj cihazı: Kubota 2800 (Japonya)  

Spektroflorometre cihazı: Varian, Cary Eclipse (Avusturalya) 

Steril 96’lık çoklu kuyucuk: Greiner Bio-One (Almanya) 

Sterio Mikroskop: Olympus Corporation T5, SN (Japonya) 
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Şarjlı pipet için plastik pipetler: LP Italiana 5, 10 ml (İtalya) 

Şarjlı pipet: Hischmann (Almanya) 

Şarjlı pipet: Witeg (Almanya) 

Titreşim önleyici masa: SDÜ Metal atölyesi (Türkiye) 

Von-Frey ağrı testi iğneleri: (Japonya) 

Vorteks: Nüve NM 100 (Türkiye)  

 

3.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Antibiyotik: Penicillin/Streptomycin, Biochrom (Almanya) 

APOPercentage Release Solution: Biocolor (İrlanda) 

Apoptoz kit: APOPercentage, Biocolor (İrlanda) 

Dimethyl sulphoxide (DMSO): Sigma (Amerika) 

DTNB: Sigma (Almanya) 

EGTA: Merck (Almanya) 

Fetal sığır serumu (FBS): Biochrom (Almanya) 

Fura-2 AM: Invitrogen (Amerika) 

Kaspaz 3: Kaspaz 3 substrat AC-DEVD-AMC (İsviçre) 

Kaspaz 9: Kaspaz 9 substrat AC-LEHD-AMC (İsviçre) 

L-glutamic acid: Merck (Almanya) 

Medium DMEM: Biochrom (Almanya) 

Medium RPMI 1640: Biochrom (Almanya) 

Mitokondriyal membran depolarizasyon kit: JC-1, Santa Cruz (Amerika) 

Oxaliplatin: Celdach (Hindistan) 

Phosphate Buffered Saline (10X, PBS): Biochrom (Almanya)  

ROS kiti: Dihydrorhodamine 123 (DHR 123) (Amerika) 

Selenyum (Sodyum Selenit): Approx Sigma 55261 (Almanya) 

Triton X-100: Sigma (Almanya) 

Trypsin-EDTA (%0,25): Sigma Aldrich (ABD) 
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3.2. YÖNTEM   

 
3.2.1. Oksaliplatin ve Selenyum 

       Oksaliplatin, Celdach 100 mg, (Co., 3050 Spruce Street, St. Louis, MO 

63103) Hindistan’dan tedarik edilmiştir. Hücre kültürü ortamında (MCF-7 

hücre hattı) Oksaliplatin 50 µM doz ile 24 saaat inkübe edildi. Se ise 200 nM 

dozda 2 saat süreyle inkübe edildi (118). Oksaliplatin, %5 glikoz çözeltisi 

içinde çözülüp farelere 4 mg/kg dozda enjekte edilmiştir (128). Bu dozlar 

insanlar için (1,7 m boy, 65 kg) 135–175 mg/m2 tavsiye edilen dozundan yola 

çıkarak sıçanlara uygun olan doz hesaplanmıştır. Oksaliplatin her haftanın 

pazartesi ve salı günleri (Gün 1, 2, 8, 9, 15, 16, 22 ve 23) haftada iki kez periton 

içi (i.p.) uygulanmıştır.  Ağrı testleri 0, 7, 14, 21 ve 28. Günlerde yapılmıştır. 

Se ise %5 dekstroz sıvısında (sodyum selenit ve 1,5 mg/kg) çözüldükten sonra 

intraperitonal ve gün aşırı 4 hafta süreyle (toplam 14 doz) verilmiştir (5,127).  

 

 

           
Resim 1. CELDACH 100 mg Oxaliplatin (Co., 3050 Spruce Street, St. Louis, 

MO 63103) Hindistan’dan tedarik edilmiştir. Sodium Selenite, Sigma S5261  
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Resim 2. Von-Frey flamentleri (20PC Aesthe Modeli, No: 160615, Muromachi 

Kikai Co., Ltd. Tokyo, Japonya) ve çalışmamıza dahil olan Wistar Albino sıçan 

üzerinde Von-Frey iğneleriyle ağrı testi yaparken. 

 

 

 
 

Resim 3. MCF-7 insan meme kanseri hücre hattı inverted mikroskop görüntüsü 

(10X) 
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Resim 4. Hücreler için hazır aldığımız mediumların (hücre besiyeri) ve çeşitli 

ilave kullandığımız besleyici solüsyonlarının içinde bulunduğu +4 oC’lik 

buzdolabı 

 

   
Resim 5. Hücreleri vücut ortamı koşullarında çoğalttığımız  (37 oC, %5 CO2) 

sıvı ceketli steril inkübatör. 
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Resim 6. Herbir hücre türü için spesifik belirli devir hızı ve süresi döndürerek 

çöktürme işlemini yaptığımız santrifüj cihazı ve hücrelerin morfolojik 

şekillerini ve büyüme durumlarını değerlendirdiğimiz İnverted mikroskop 

cihazı. 

 

  
 
Resim 7. Hücreleri dondurduğumuz sıvı nitrojen tankı (–196 oC) 
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Resim 8. Hücre kültürü laboratuvarında kullandığımız tüm besiyer ve besleyici 

yardımcı maddeleri çalışmaya başlamadan önce ısıttığımız 37 oC  çalkalamalı 

su banyosu 

 
 

  
 
Resim 9. Hücre Kültüründeki Laminer flow cihazı. Hücrelerin flasklara ekimi, 

pasajlanma işlemleri, hücre kaldıma (tripsin yardımıyla) vs hücresel tüm 

işlemlerin yapıldığı steril ortam 
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Resim 10. Primer duyusal nöronlardan AKG ve SN nöronlarını izole ettiğimiz 

steril kabin. Bu kabinde kullanılan bütün ekipmanlar sterilizasyona tabi 

tutulmuştur. 

 

 

Resim 11. Biyofizik Laboratuvarında kullandığımız Casy TT system hücre 

sayım cihazı (Almanya) 

 
  

 

Resim 12. Hayvanlardan elde ettiğimiz Primer duyusal nöron hücrelerinde ve 

in-vitro hücre hattında kalsiyum sinyali analizleri için kullandığımız floresans 

spektrofotometre cihazı (Cary Eclips, Varian Inc, Sydney, Avustralya). 
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Resim 13. Hayvanlardan elde ettiğimiz primer duyusal nöron hücrelerinden tek 

bir AKG hücresinde patch-clamp kaydı alınırken, pipet tek bir hücreye temas 

ettiği esnada çekilmiş bir fotoğraf.  

 

                         

                         

 

Resim 14. Patch-clamp (yama-menteşe) seti, Faraday kafesi (Bu cihaz ile bir 

pipet yardımıyla hücrelere temas edilerek akım kayıtları alınmaktadır) ve puller 

cihazı (pipet hazırlamak için kullanılmaktadır). Hayvanlardan elde ettiğimiz 

AKG primer duyusal nöron hücrelerinde bu cihaz ile akım kayıtları aldık. 
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3.2.2. Grupların Oluşturulması 
 

Çalışma sıçan ve hücre kültürü olarak iki kısımdan meydana gelmiştir 

3.2.3. Sıçan çalışması 

       Bu çalışmada 12 haftalık 180-200 g ağırlığındaki 40 adet dişi Wistar 

Albino sıçanlar kullanılmıştır. Saat 08:00 den akşam 20:00 e kadar 

ışıklandırılmış özel odalarda, oda koşullarındaki sıcaklık (25 ° C) ve nemde 

(%65-70) kontrollü koşullar altında kafes başına dört-beş sıçan düşecek 

şeklinde ayarlanmış gruplar halinde organize edilmiştir. Hayvanların 

kafeslerinde yiyecek ve su bakımından sürekli erişim olanağı sağlanmıştır. 

Tüm hayvanların deney aşamasında bakım ve denetimi deney hayvanları 

laboratuvarında sağlanmıştır.  

 

Hayvanlar 4 gruba ayrıldı; 

Kontrol grubu (n=10): Herhangi bir ilaç uygulanmamış sağlıklı sıçanlar 

kullanılmıştır. Bu sıçanlara plasebo intraperitonal bir kez 1 ml %5 glikoz ve 28 

gün süre ile gün aşırı intraperitonal uygulanmıştır. Tüm sıçanlar 28. gün 

sonunda sakrifiye edilmiştir. 

Se grubu (n=10): Bu gruptaki sıçanlara intraperitonal Se (1,5 mg/kg ve gün 

aşırı) (5) ve 28 gün süre ile gün aşırı intraperitonal uygulanmıştır. Tüm sıçanlar 

28. gün sonunda sakrifiye edilmiştir. 

OX grubu (n=10): Bu gruptaki sıçanlara intraperitonal OX (4 mg/kg ve 

haftada iki kez) (128) ve 28 gün süre ile gün aşırı intraperitonal uygulanmıştır. 

Tüm sıçanlar 28. gün sonunda sakrifiye edilmiştir. 

OX+Se grubu (n=10): Bu gruptaki sıçanlara intraperitonal OX (4 mg/kg ve 

haftada iki kez) ile Se (1,5 mg/kg ve gün aşırı) ve 28 gün süre ile intraperitonal 

uygulanmıştır. Tüm sıçanlar 28. gün sonunda sakrifiye edilmiştir. 
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Hücre kültürü çalışması (4 grup şeklinde planlandı); 

Hücre kültürü çalışmaları TRPV1 kanalları yapısında bulunan MCF-7 (ATCC, 

HTB-22) meme kanser hücreleri kullanılmıştır. Bu hücreler şu gruplardan 

oluşturuldu; 

Kontrol grubu (n=6): Herhangi bir ilaç uygulanmamış MCF-7 meme kanser 

hücreleri 24 saat süre ile hücre kültürü ortamında tutuldu ve daha sonra ilave 2 

saat serum fizyolojik ile inkübe edildi. 

Se grubu (n=6): Bu gruptaki hücreler, 24 saat süre ile hücre kültürü ortamında 

bekletildikten sonra 2 saat 200 nM Se ile inkübe edildi (118). 

OX: Bu gruptaki hücreler OX (50 µM) ve 24 saat süre ile hücre kültürü 

ortamında inkübe edildi ve daha sonra ilave 2 saat serum fizyolojik ile inkübe 

edildi (129). 

OX+Se grubu: Bu gruptaki hücreler önce OX (50 µM) ile 24 saat süre ile 

hücre kültürü ortamında inkübe edildi ve daha sonra ilave 2 saat 200 nM Se ile 

inkübe edildi.  

 

3.2.4. Hücrelerin Çoğaltılması  

3.2.4.1. Besiyerlerin Hazırlanması 

       MCF-7 insan meme kanseri hücre hattı in-vitro pasajlama işlemlerinde 

RPMI-1640 (Biochrom, Almanya) besiyeri kullanılmıştır. Taze açılan RPMI-

1640 (500 ml) besiyer üzerine son konsantrasyonları %10, %1 olacak şekilde 

sırasıyla inaktive edilmiş FBS (Biochrom, Almanya) ve penisilin streptomisin 

(Biochrom, Almanya) ilave edildi. Hazırlamış olduğumuz bu besiyer, hücre 

kültürü laboratuvarında bulunan dolapta (+4oC) saklandı.  

 

3.2.4.2. Laminer Kabinde Çalışma Öncesi Hazırlık 

       MCF-7 hücrelerinin ekim, pasajlama işlemleri steril Laminer Kabin 

içerisinde gerçekleştirilmiştir. Hücrelerin ekim işlemi öncesi laminer kabin 

çalışma yüzeyi ve çalışmada kullanmak üzere paketleri açılmadan kabin içine 

aldığımız bütün malzemelerin paketleri %70’lik etil alkolden geçirilmiştir. 

Sonrasında ise laminer kabin (MSC 12, Jouan, ABD) ve kabin içinde bulunan 

tüm gereç ve malzemeler, 15 dakika boyunca kabin içine monte edilmiş olan 
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Ultraviyole (UV) ışığa maruz bırakılarak çalışma öncesi UV-sterilizasyonu 

yapılmıştır. Çalışma öncesi kullanacağımız bütün besiyer ve diğer tüm 

solüsyonlar 37 oC’de çalkalamalı su banyosunda 15 dk ısıtıldı ve hepsi %70’lik 

etil alkolden geçirilerek laminer kabin içine alındı.  

 

3.2.4.3. Hücrelerin Çözdürülmesi ve Pasajlanması 

       Hücrelerin pasajlanması için steril paketler halinde satın aldığımız T25 ve 

T75 flasklar (Cell Star, Greiner Bio-One GmbH, Almanya) paketi açılmadan 

laminer kabin içine alındı. Kullanıma hazır besiyerden (yukarıda nasıl 

hazırlandığı anlatılmıştır) şarjlı otomatik pipet yardımıyla T25 ve T75 flasklara 

(sırasıyla 5 ve 10 ml) aktarıldı. Ayrıca 5ml taze besiyerden 15 ml’lik bir steril 

falkon tüpe aktarıldı. MCF-7 hücrelerini ihtiva eden cryo tüp (Greiner Bio-One 

GmbH, Almanya) -196oC sıcaklıkta sıvı nitrojen tankından çıkarıldı ve ön 

ısıtma işlemi için yaklaşık 1 dk süreyle 37 ºC’deki su banyosuna (Termal 

Laboratuvar Aletleri, Türkiye) daldırılıp ısıtıldı. Isıl muamele sonrasında bu 

tüp %70’lik etil alkol ile sterillenerek laminer kabine alındı.  

       Tüp içindeki donuk hücre solüsyonu tam erimeden 15 ml’lik steril falkon 

tüpteki 5 ml taze besiyer üzerine donuk vaziyetteki bu hücre solüsyonu 

aktarıldı. 500 G de oda sıcaklığında 5 dk süreyle santrifüj işlemine tabi 

tutularak (Kubota 2800, Japonya) hücreler çalışmaya hazır hale getirildi. 

Hücreler santrifüj neticesinde dipte çökeldi oluşturdu. Üstteki süpernatant el 

yordamıyla hassas bir şekilde atık kabına aktarılarak uzaklaştırıldı. Çökelti 

halindeki hücreler üzerine bir miktar (burada küçük bir hesaplama yapılarak 

çalışma planı dahilinde flask sayısı ayarlanır ve ona göre bu hücreler üzerine 

ilave edilecek besiyer miktarı belirlenir) taze medyum ilave edildi. Pipetaj 

yapılarak hücrelerin homojen dağılması sağlandı. Pipetaj sonrası hücre 

solüsyonunun tamamı aynı pipet ile alınarak önceden hazırladığımız flasklara 

aktarıldı. Kapakları kapatılan flasklar bilek hareketiyle çok hassas bir şekilde 

hareket ettirilerek hücrelerin homojen bir şekilde flaskın iç yüzeyine dağılması 

sağlandı. Ekim işlemi sonrasında flasklar inkübatöre (37 ºC, %5 CO2), (HF 90, 

Heal Force, Smart Cell, Amerika) alınarak burada hücrelerin kontrollü bir 

şekilde çoğalmaları sağlandı. 
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3.2.4.4. Hücrelerin Çalışılması 

       İnverted mikroskop kullanarak flasklardaki hücre yoğunlukları, hücre 

besiyer renklerinin değişimi (eğer renk pembeden sarıya dönmüşse besiyerlerin 

değiştirilmesine karar verildi) hücrelerin konfluent (hücrelerin flaskların 

yüzeylerini tamamen kaplaması) olmasına kadar takip edildi. Konfluent olan 

flasklar inverted mikroskop yardımıyla tespit edilerek çalışmaya dahil edildi. 

Bunlarla birlikte hücrelerde herhangi bir bakteriyel veya fungal kontaminasyon 

olup olmadığı da sürekli mikroskop yardımıyla kontrol edilerek takip edildi. 

MCF-7 insan meme kanseri hücre hattı adherent karakterize hücrelerdir, 

dolayısıyla bulundukları flaskların taban yüzeyine yapışarak çoğalma özelliği 

göstermektedirler. Bu yapışkan hücrelerin çalışma öncesi kaldırılması 

gerekmektedir. Kaldırma işlemi öncesinde flasklar içindeki besiyerlerin 

tamamı atık kabına boşaltıldı.  

       Yıkama işlemi için her bir flaska 3 ml 1X Phosphate Buffered Saline (PBS, 

Biochrom, Almanya) ilave edilerek şarjlı otomotik pipet yardımıyla Pipetaj 

yapılarak flask tabanı yıkandı. Yıkama işlemi sonrasında ise hücrelerin üzerine 

%0,25’lik Tripsin-EDTA (Sigma Aldrich, ABD) flask zeminini kaplayacak 

miktarda (T25 için,1-2 ml; T75 için 3-4ml) ilave edilerek hücrelerin zeminden 

kaldırılması sağlandı. Hücrelerin kalktığı mikroskop yardımıyla kontrol edildi. 

Mikroskop ile hücrelerin flask yüzeyden ayrıldıkları anlaşılınca flasklar 

laminer kabine alındı ve üzerlerine 5 ml taze medyum eklendi. 5-6 kez pipetaj 

işlemi uygulandı. Pipetaj sonrasında hücreler steril bir 15 ml’lik falkon tüpe 

alındı. 5 dakika boyunca 500 G’de santrifüj edildi. Süpernatant atık kabına 

atıldı. Böylece Tripsin-EDTA’nın hücreler üzerindeki etkisi kaybolmuş oldu. 

Dipte biriken hücre üzerine 5 ml taze besiyerden ilave edilerek pipetaj yapıldı. 

Gruplar oluşturuldu ve hücreler 4 farklı grup isminin yazıldığı flasklara 

homojen olarak paylaştırıldı. Son konsantrasyonları OX (50 µM), Se (200nM) 

olacak şekilde ayarlandı ve inkübe edildi.  
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3.2.5 Ağrı Testleri 

       Oksaliplatin kaynaklı nöropatik ağrı değerlendirilmesi kalibre edilmiş 

Von-Frey flamentleri (20PC Aesthe Modeli, No: 160615, Muromachi Kikai 

Co., Ltd. Tokyo, Japonya) kullanılarak asılı tel kafeste tutulan sıçanların arka 

pençesinin plantar yüzüne göre ölçülmüştür (130). Bu ağrı testine özel 

tasarlanmış farklı kalınlıktaki iğnelere verilen bir yanıt, hayvanın arka 

pençesini kaldırılması ile tespit edildi. Termal nosiseptif uyaranlara yönelik 

pençe geri çekme eşik zamanını değerlendirmek için Hot Plate (sıcak plaka) 

testi için ısı kontrollü plaka (Varioma, ermo Fischer Inc., Langenselbold, 

Almanya) kullanıldı. Sıcak plaka test cihazı, 55.0 ± 0,6 °C’lik sabit bir sıcaklığa 

sahip elektrikle ısıtılmış bir yüzeye sahipti. Her sıçan sıcak plaka üzerine 

yerleştirildi ve reaksiyon süresi, sıçanın arka pençesini yalaması ya da ayağını 

artarda çekmesi ile tespit edildi (131). Tüm gruplardaki hayvanlar deneyin 

başlangıç orta ve son kısımlarında ağrı yanıtları Von-Frey filamanları 

kullanılıp ölçülerek hem de sıcak plaka (Hot-plate) (55 ºC) yöntemi ile 

nöropatik ağrı) oluşumu kabul edilmiştir (130). Bu testler 0, 7, 14, 21 ve 28. 

günlerde yapılmıştır. Deney sonunda, tüm hayvanlardan arka kök gangliyon 

(AKG), siyatik nöron (SN) hipokampus örnekleri elde edilmiştir. Elde edilen 

taze arka kök gangliyon (AKG), Siyatik (SN) ve Hipokampal nöronları, 

örneklerinde aşağıdaki analizler yapılmıştır 

 

3.2.6 AKG, SN ve Hipokampüs Hücre İzolasyon Aşamaları 

       Kullanılan bütün cerrahi malzemeler sterilasyona tabi tutularak işlemlere 

başlanır. Yetişkin sıçanlar intraperitonal uygulanan 5–10 mg/kg dozunda 

Xylazine, 40 – 80 mg/kg dozunda Ketamine verilerek hayvanlar dissosiyatif 

anestezi tekniğiyle genel anestezi altına alınmıştır. Hayvanın ayaklarına pens 

yardımıyla kıstırma hareketi yapılıp tepkileri ölçülerek tepkisiz kaldığı ama 

kalp atışlarının devam ettiğinden emin olunur ve dekapitasyon yapılır. 

İvedilikle Kolona vertebralis bölgesi cerrahi makaslar aracılığıyla alınır ve 

DMEM besiyeri içerisinde inverted mikroskop altında kas dokularından iyice 

temizlenir. Kolona vertebralis bir bistüri aracılığıyla frontalden distale simetrik 

bir şekilde iki eş parçaya ayrılır. Karşımıza spinal kord çıkacaktır. Bir pens 

yardımıyla spinal kord hızlı bir şekilde kaldırılır. İnter-vertebral oyuklarda 
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karşılıklı dizilmiş arka kök gangliyon nodülleri boynu eğri pens vasıtasıyla taze 

medium içine alınır. 2,5 mg/ml dozda kolejenaz tip-4 enzimi ile 1 saat 

inkübatörde enzimatik parçalanır (132). Mekanik ayrıştırma ise farklı 

kalınlıktaki pipet uçlarından defalarca geçirilerek yapılır.  

       Laboratuvarımızda önceki çalışmalarda SN izolasyonlarının detayları 

verildi (130). Burada özetle bahsedecek olursak, SN hayvanların sağ ve sol 

arka ekstremitelerinde çalışıldı. İzolasyon esnasında iridektomi makası 

yardımıyla kesi atılarak çevre dokulardan ayrılması sağlandı ve 40 dakika 

boyunca 37 oC’de çalkalamalı su banyosunda 0.5 mg/ml kollajenaz (tip IV, 

Sigma) enzimini içeren DMEM solüsyonu ile inkübe edilmiştir. Enzimatik 

sindirimi durdurmak için 1,25 mg/ml tripsin inhibitörü (tip II-S1, Sigma) ilave 

edildi. Ayrışma neticesinde SN süspansiyonları 500 g’de 5 dk süreyle santrifüj 

edildi.  

       Hipokampüs izolasyonunda ise hayvanlar yukarıda anlatıldığı gibi 

anestezi altına alındıktan hemen sonra dekapite edildi. Mikro cerrahi makas ve 

pens yardımıyla serebral korteks ivedilikle çıkarıldı. Serebral korteks bisturi 

yardımıyla, beyin sapı ve serebellumdan ayrıldı. Sağ ve sol hemisferler korpus 

kallozum hizasından iki eş parçaya bölündü. Bu aşamalar neticesinde her bir 

hemisferde karşımızda hilal şeklinde ve diğer yapılardan daha koyu renkli 

hipokampus belirdi. Hipokampus örnekleri mikro cerrahi makas yardımıyla 

disseke edildi ve parçalara ayrıldı. Hayvanların dekapitasyonunu müteakiben 

uygulanan işlemlerin tamamı Hank'ın tamponlu tuz çözeltisi (HBSS) içinde 

gerçekleştirildi (133). Mekanik parçalanma sürecini takiben enzimatik 

parçalanma aşamasına geçildi (37 oC’lik çalkalamalı su banyosunda 30 dakika 

boyunca tripsin ile inkübe edildi ve her 10 dakikada bir alt-üst edildi). Hücreler 

enzimatik parçalanma süreci sonrasında santrifüj edildi (5 dakika 500 g'de) ve 

supernatant atıldı ve 2 kez HBSS ile yıkama işlemi yapıldı.  

 

3.2.7. Hücre içi Kalsiyum Ca+2 Sinyali Analizleri 

       Oksaliplatin kaynaklı periferal nöropatik ağrının neden olduğu TRPV1 

katyon kanallarının aşırı aktivasyonu ile hücre içi kalsiyum iyon düzeyinin 

değerlendirilmesi ve Se’nin bu kanal aracılı tedavi edici rolünü kalsiyum 

sinyali cihazı ile araştırdık. Arka kök gangliyon (AKG) ve Siyatik (SN) primer 

duyusal nöron hücreleri izole edildikten sonra hücre kültürüne alındıktan sonra 
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Ca+2 sinyali çalışmalarında kullanıldı.  Hücre içi kalsiyum 

konsantrasyonlarının [Ca+2]i tayini için oda sıcaklığında 45 dakika süreyle 

4µM fura–2 AM ile yüklendi (132).  

       Boyanma işleminden sonra yıkamaya tabi tutulan hücreler 37 °C'de prob 

de-esterifikasyona tabi tutuldu (134) ve sonrasında manyetik olarak 

karıştırılan, şeffaf küvetlere hücre yoğunluğu 2x106 olacak şekilde floresans 

spektrofotometre (Cary Eclipsys, Varian Inc, Sydney, Avustralya) haznesine 

yerleştirildi. Hücre içi serbest Ca+2 iyon konsantrasyon düzeyi [Ca+2]i 

değişimleri bilgisayar ekranında 340 nm/380 nm eksitasyon, 505 nm emisyon 

dalga boylarında yaklaşık 450-500 saniye süreyle kayıt alındı (135) ve 

Grynkiewicz ve arkadaşlarının metoduna göre heseplandı (136). Dört gruba ait 

TRPV1 kanal aktivasyonu aracılığıyla Ca+2 akışı kapsaisin (CAP, 0,1mM) 

stimülasyonu ile gerçekleştirildi. CAP, kayıt başlandıktan 100 sn sonra küvete 

ilave edildi ve 400-450 sn süreyle kanalın aktivasyon durumu incelendi. 

TritonX ‘in 450. sn’de küvete ilavesiyle hücre içi kalsiyum depoları da dahil 

olmak üzere bütün hücrelerin membranları parçalandı ve maksimum değer 

belirlendi. EGTA (500. sn) ile açığa çıkan kalsiyum şelatlanarak minumum 

değer bulundu. Bu değerler Grynkiewicz ve arkadaşlarının (136) geliştirdiği 

formülde yerine yazılarak hücre içi kalsiyum düzeyleri gruplar arasında 

değerlendirildi. 

 

3.2.8. Elektrofizyoloji  

       Oksaliplatin’i diğer kemoterapi ilaçlarından ayıran en belirgin ayırtedici 

özelliği iyon kanalları üzerindeki etkisidir. Burada kullanılan patch-clamp 

(yama-menteşe) tekniği, tek bir hücreye mikropipet yardımıyla dokunarak 

voltajı sabitleyip akım değişiklerini ölçme tekniğidir. Bu tez çalışmasında 

AKG hücrelerinde TRPV1 kanallarının varlığı ve uygulanan kemoterapötik 

ilaç oksaliplatinin ve Se’nin bu kanal üzerine etkisi Patch-clamp uygulamaları 

ile araştırılmıştır. Patch-clamp uygulamaları ile ilgili bilgi Nazıroğlu ve 

Wehage’nin makalelerinde sunulmuştur (163,164). Hücrelerdeki TRPV1 

kanalları üzerindeki kapsaisin ve Cpz dozu 100 nm ile 0.1 mM arasında 

değişmektedir.  
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       Yakın zamanda yapılan bir çalışmada (137), AKG nöronlarında TRPV1'e 

karşı kapsaisin ve Cpz'nin farklı dozları test edildi ve bu çalışmada agonist ile 

antagonist dozları (kapsaisin ve Cpz) sırasıyla 10 PM ve 0.1 mM olarak 

bulundu. Bu nedenle, mevcut tez çalışmasında bu dozlar kullanılmıştır. Bu 

amaçla, AKG hücrelerine (10 PM) kapsaisin hücre dışı (çember içerisine) 

uygulanmıştır. Bu hücreler fosfat tamponu (PBS) içerisinde sulandırılarak 

patch clamp çemberine yerleştirilmiştir. Bu hücrelere cam pipetler ve 

mikromanüpulatör yardımı ile girilerek HEKA-paket programlarında 

hücredeki voltaj değişiklikleri kayıt edilmiştir (hücre teması, cell-attach ve tüm 

hücre, whole-cell). Daha sonra, hücre dışı kapsaisin verilerek TRPV1 kanalları 

aktive edilmiştir. Daha sonra hücre içi ve hücre dışı kapsazepin (Cpz) (100 

PM), gibi TRPV1 spesifik kanal inhibitörlerin etkisi kapsaisin ile kalsiyum 

stimulasyonu yapılmadan önce elde edilen AKG hücrelerinin 15 dakika bu 

maddelerle inkubasyonu ile bu kimyasalların bu AKG nöronlarındaki rolü 

araştırılmıştır (138).  

 

3.2.9. Hücre Canlılığı (MTT) Analizi 

       Aşırı düzeyde oluşan oksidatif stresin (hidrojen peroksit) hücreye zararlı 

olduğu bilinmektedir. Se’nin koruyucu etkilerini değerlendirmek ve 

oksaliplatin kaynaklı periferal nöropatik ağrı durumunda oksidatif stres 

miktarını belirleyebilmek için AKG ve SN primer duyusal nöron hücrelerinde 

ve in-vitro MCF-7 insan meme kanser hücre hattında canlı hücrelerin 

mitokondriyal aktivitesi esasına göre çalışan MTT deneyini uyguladık. Bu 

deneyde sarı renkte olan 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide maddesi canlı hücreler tarafından mitokondriyal solunum yolu ile mor 

renkli formozan kristaline dönüştürülmektedir. Eğer hücreler canlı değilse bu 

reaksiyon gerçekleşmez. Renk oluşumu da spektroflorometrik yöntemle 

niceliksel kolorimetrik temelde değerlendirildi (139). MTT boyası (0,5 mg/ml 

dozda) ile hücre solüsyonu 37 °C'de 90 dakika karanlıkta inkübe edildi. 

Ardından, süpernatant uzaklaştırıldı ve formazan kristallerini çözmek için 

DMSO eklendi. İşlemler iki kere yapıldı. Bir çoklu kuyucuk okuyucu (plate 

reader) (Infinite pro200; Tecan Austria GmbH, Groedig, Avusturya) (134) 

kullanılarak her bir kuyucuk için aynı absorbans değerleri (490 ve 650 nm) 
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kullanılarak hücre canlılığı analizi tamamlanmıştır. Veriler, kontrole kıyasla 

hesaplanarak değerlendirildi. 

 

3.2.10. Hücre içi ROS Üretimi Tayini 

       Hücre içi ROS üretimi çoklu kuyucuk okuyucu (Pleate reader, infinite 

pro200 marka, Avusturya) ile yapılmıştır. DHR 123, hücre zarına kolayca 

nüfuz edebilen floresans olmayan, yüksüz bir boyadır. Hücrenin içerisine 

girdikten sonra DHR 123, oksidasyon üzerine floresans özellikli bir boya 

haline gelir ve rodamin 123 (Rh 123) üretir; floresans miktarı ROS üretimi ile 

orantılıdır. Bu oksidasyon sırasında yağların oksidasyonu ile oluşmuş hücre 

içerisindeki serbest oksijen radikallerinin miktarı ölçülebilmektedir. Ne kadar 

çok floresans yayılırsa o kadar serbest oksijen radikalinin varlığını 

göstermektedir.  Rh123'ün floresans yoğunluğu, çoklu kuyucuk okuyucu 

(Infinite Pro200) içinde ölçülmüştür. Eksitasyon 488 nm'de ve emisyon 543 

nm'de (134) olarak belirlendi. Veriler, kontrole kıyasla hesaplanarak 

değerlendirildi.  

 

3.2.11. Mitokondriyal Membran Depolarizasyon Tayini 

       Hücreler, daha önce yaptığımız çalışmalarda tarif edildiği gibi (1,2) 37 

°C'de 15 dakika süreyle 1µM JC-1 ile inkübe edildi. Katyonik bir boya olan 

JC-1, mitokondride potansiyele bağımlı birikimi gösterir. Kırmızı-yeşil 

floresans yoğunluğu oranında bir azalma ile mitokondri depolarizasyonunu 

gösterir. Yeşil JC-1 sinyali, 485 nm eksitasyon dalga boyunda ve 535 nm 

emisyon dalga boyunda, JC-1 kırmızı sinyali 540 nm eksitasyon dalga boyunda 

ve 590 nm emisyon dalga boyunda ölçüldü. Floresans değişiklikleri çoklu 

kuyucuk okuyucu (Infinite pro200; Tecan Austria GmbH, Groedig, Avusturya) 

kullanılarak analiz edildi. Veriler, kontrole kıyasla hesaplanarak 

değerlendirildi (139). 

 

3.2.12. Apoptoz ve Kaspaz Testleri 

       Apoptoz testi, APOPercentage apoptozis kiti Biocolor Ltd. (Kuzey 

İrlanda) ile başka çalışmalarda da (Yazıcı T ve ark., 2017) anlatılan talimatlara 

uygun olarak gerçekleştirildi. Bir apoptotik hücre membranı asimetrisini 

kaybettiğinde, APOPercentage boyası aktif olarak apoptotik hücreleri kırmızı 
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renkte boyayarak hücre içine taşınır, böylece apoptozun spektrofotometre 

cihazı ile saptanmasına izin verir. Kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitelerinin 

belirlenmesi daha önce bildirilen bir yöntem (118,134) temel alınarak 

yapılmıştır. Kaspaz 3 substratı (AC-DEVD-AMC) ve kaspaz 9 substratı (AC-

LEHD-AMC) bölünmeleri 360 nm eksitasyon ve 460 nm'de emisyon dalga 

boyu ile çoklu kuyucuk okuyucu (plate reader, Infinite pro200) ile ölçülmüştür. 

Veriler, floresan birim/mg protein olarak kontrole kıyasla hesaplanarak 

değerlendirildi. 

 

3.2.13. (TNF-α, IL-1β ve IL-6) Düzeylerinin Değerlendirilmesi 

       AKG, SN ve hipokampus nöronal hücrelerdeki IL-6 ve TNF-α (DRG Inc., 

Marburg, Almanya) ve IL-1β (Wuhan Fine Biological Technological Co., Ltd, 

Wuhan, Çin) düzeyleri, bir imalatçının enzim bağlantılı imünosorbent tahlili 

kullanılarak ölçüldü (140). Numunelerdeki sitokinlerin absorbansı 450 nm'de 

Infinite Pro200 mikroplaka okuyucu (Tecan Inc, Groedig, Avusturya) ile 

okundu, oysa melatoninin absorbansı 405 nm'de plaka okuyucusunda okundu. 

Sitokin düzeyleri bu farklı primer hücre tipleri için pg/ml, % ve alan olarak 

grafiklendi. 

 

3.2.14. İstatistiksel Analiz 

       Veriler, SPSS istatistik programı (sürüm 17.0, yazılım, SPSS, Chicago, IL) 

kullanılarak analiz edildi. Tüm sonuçlar, ortalama ± standart sapma (SD) olarak 

ifade edilmiştir. Varyans analizi (ANOVA) ve eşlenmemiş Mann-Whitney U-

testi yapıldı ve p değerlerinin 0.05’den küçük ve eşit olduğu kabul edildi. Hot 

Plate ve Von Frey’in pençe çekme eşik zamanı ve kuvveti, Dixon parametrik 

olmayan bir test kullanılarak analiz edildi. Anlamlı değerler, en düşük 

önemlilik farkı testi ile değerlendirildi.  
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4.BULGULAR 

4.1. Kalsiyum (Ca+2) Sinyali Sonuçları 

4.1.1. Sıçanlarda OXPN durumunda Ca+2 Sinyali ve Se'nin Etkileri  

       İntraperitonal olarak oksaliplatin (OX) uygulanan sıçanlardan izole edilen 

ve periferal ağrı iletiminden primer sorumlu arka kök gangliyon (AKG) ve 

siyatik duyu nöronlarında (SN) hücre içi kalsiyum konsantrasyonu [Ca+2]i 

üzerine TRPV1 aktivasyonunun modülasyonu yoluyla Se'nin etkileri incelendi. 

Se'nin periferal duyusal nöronlardaki TRPV1 kanalları üzerindeki etkisini 

açıklığa kavuşturmak için, Se ile in-vivo muamele edilen sıçanların nöronları, 

daha sonra kapsazepin (Cpz, 100 µM) ile bloke edildi. Kapsaisin (CAP, 10 µM) 

ile uyarılan AKG ve SN nöronal hücrelerinde kalsiyum’un hücre içine (sitozolik) 

akış miktarında (influx) önemli düzeyde artış meydana geldi. OX-kaynaklı 

nöropatik ağrılı sıçanların AKG ve SN nöronal hücrelerindeki bu [Ca+2]i artışı, 

kalsiyuma geçirgen TRPV1 katyon kanallarının CAP ile aktivasyonuna atfedildi 

(Grafik 1-6). Bu periferdeki duyusal nöron hücrelerinin (AKG ve SN) OX 

gruplarında kontrole kıyasla yüksek kalsiyum konsantrasyonu [Ca+2]i olmasına 

rağmen, TRPV1 antagonistinin (Cpz) güçlü bir şekilde [Ca+2]i konsantrasyonunu 

düşürdüğü (Grafik 2,5) gözlenmiştir (OX+Cpz, OX grubuna kıyasla p≤ 0.001).  

      Buna ek olarak, Se ile tedavi edilen gruptaki nöronal hücrelerin [Ca+2]i 

düzeylerinin kontrole kıyasla ciddi anlamda (p≤ 0.001) düşük olduğunu bulduk 

(Grafik 2, 5, 14). Bu periferal duyusal nöron hücrelerindeki [Ca+2]i düzeyi, 

OX+Se gruplarında OX grubuna göre anlamlı olarak daha düşüktü (p≤ 0.001) 

(Grafik 2, 5, 14). Bu nedenle Se, duyusal nöronal hücrelerdeki TRPV1 katyon 

kanallarının aktivasyon mekanizmasını etkileyip OX-kaynaklı periferal 

nöropatik ağrı durumlarında önemli rol üstlenen hücre içi [Ca+2]i düzeylerindeki 

önemli artışları engelleyerek yeni tedavi yaklaşımları sunabileceğini akla 

getirmektedir. 

 

4.1.2. AKG Kalsiyum Sinyali Sonuçları 

       Kontrol, Se, OX ve OX+Se ile muamele edilen sıçanların arka kök 

gangliyonlarında kalsiyum [Ca+2]i iyon konsantrasyonuna TRPV1 katyon 

kanalları aracılığıyla Se etkisi (n= 6 ve ortalama ± SD). Bu sıçanlardan OX 

grubundakilere OX (4 mg/kg ve haftada iki kez), Se grubundakilere (1,5 mg/kg 

ve gün aşırı Se) dozlarda 28 gün süre ile intraperitonal olarak uygulanmıştır. 
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Sakrifiye sonrası (28. gün sakrifiye edildiler), bu kontrol, Se, OX ve OX+Se ile 

muamele edilmiş hayvanlardan AKG nöronları izole edilerek, Fura-2 ile 45 dk. 

süreyle yükleme öncesi in-vitro Cpz (100 PM) ile muamele edildi. Kalsiyum 

sinyali analizi esnasında 450 sn süreyle CAP (10 PM) ile TRPV1 kanalları 

uyarıldı.  

 

  a  

 

 
 

 

Grafik 1. AKG hücrelerinin CAP ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan 

kalsiyum konsantrasyonundaki [Ca+2]i zamana göre değişimi tüm gruplar için 

ifade edilmektedir 
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b 

 
       Grafik 2. AKG hücrelerinin CAP ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan 

toplam kalsiyum miktarı [Ca+2]i nM olarak ifade edilmektedir (ap ≤ 0.001 kontrol 

grubuna kıyasla; bp ≤ 0.05, Cpz, Se gruplarına kıyasla; cp≤ 0.001, Se, Cpz, 

Se+Cpz gruplarına kıyasla; dp ≤ 0.001 OX grubuna kıyasla idi. (n= 6 ve ortalama 

± SD). 

 

c 

 
 

Grafik 3. AKG hücrelerinin CAP ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan 

toplam kalsiyum miktarı % olarak ifade edilmektedir. 
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4.1.3. SN Kalsiyum Sinyali Sonuçları 

       İn-vivo olarak kontrol, Se, OX ve OX+Se grupları oluşturulan sıçanlardan 

izole edilen siyatik nöronların (SN) intrasellüler kalsiyum [Ca+2]i iyon 

konsantrasyonuna TRPV1 katyon kanalları aracılığıyla Se etkisi (n=6 ve 

ortalama ± SD) incelendi. OX grubundaki hayvanlara OX (4 mg/kg ve haftada 

iki kez), Se grubundaki hayvanlara ise Se (1,5 mg/kg ve gün aşırı) belirtilen 

dozlarda 28 gün süre ile intraperitonal olarak uygulanmıştır. Sakrifiye sonrası 

(28. gün sakrifiye edildiler), kontrol, Se, OX ve OX+Se ile muamele edilmiş bu 

hayvanlardan SN nöronları izole edilerek, Fura-2 ile 45 dk. süreyle yükleme 

öncesi in vitro kapsaisin, Cpz (100 PM) ile muamele edildi. Kalsiyum sinyali 

analizi esnasında 100. sn hücre solüsyonu küvetine ilave edilen ve 450 sn süreyle 

etkisi gözlemlenen kapsaisin (CAP, 0.01 mM) ile TRPV1 kanalları uyarıldı.  

 

   a 

 

 
 

Grafik 4. SN hücrelerinin CAP ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan 

kalsiyum miktarının [Ca+2]i zamana göre değişimi ifade edilmektedir. 
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b  

 
 

Grafik 5. SN hücrelerinin CAP ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan 

toplam kalsiyum miktarı [Ca+2]i nM olarak ifade edilmektedir (ap ≤ 0.001 kontrol 

grubuna kıyasla; bp ≤ 0.05 Se grubuna kıyasla; cp≤ 0.001 Se, Cpz, Se+Cpz 

gruplarına kıyasla; dp ≤ 0.05 Cpz, Se+Cpz gruplarına kıyasla ve ep ≤ 0.001 OX 

grubuna kıyasla idi. (n= 6 ve ortalama ± SD). 

 

c 
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Grafik 6. SN hücrelerinin CAP ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan 

toplam kalsiyum miktarı % olarak ifade edilmektedir. 

 

4.2. AKG’de Patch-clamp Sonuçları 

       OX uygulanan sıçanların AKG nöronlarında Se’nin TRPV1 aracılı iyon 

akışı üzerine etkilerinin Patch-clamp (Yama Menteşe) yöntemiyle 

değerlendirilmesi. TRPV1 patch-clamp analizlerinde sıçan AKG'lerinde CAP ile 

indüklenen akımlar, sırasıyla, Cpz ve NMDG+ (Na+’nın değiştirilmesi) ile 

tersinir bloke edildi. Agonistlerin (CAP) yokluğunda herhangi bir akım 

gözlenmedi (Grafik 7). Grafik 8 ve 10’daki kayıtlarda görüleceği gibi agonist 

tarafından açılan kanallar Cpz ile bloke edildi. AKG primer duyusal nöron 

hücrelerindeki akım yoğunlukları OX+CAP gruplarında kontrol ve 

kontrol+CAP gruplarına kıyasla belirgin şekilde daha yüksekti (p ≤ 0.001). 

Bununla birlikte, akım yoğunlukları ele alındığında kontrol+CAP+Cpz, 

OX+CAP+Cpz gruplarında OX grubuna göre anlamlı derecede düşüktü (p ≤ 

0.001) (Grafik 14). Nöronlardaki akım yoğunlukları Se tedavileri ile azaldı ve 

Se + CAP, OX+Se+CAP gruplarında bu değerler düşüktü (p ≤ 0.001) (Grafik 

14).  

       OX grubundaki AKG’lerde alınan patch-clamp kayıtları, CAP’ın TRPV1 

kanalları aracılığıyla sitozolde aşırı Ca+2 birikmesine neden olduğunu açıkça 

ortaya koymaktadır. Bununla birlikte, OX ile indüklenen TRPV1 akımları, bir 

antioksidan eser element olan Se ile oksidatif stres modülasyonu yoluyla tedavi 

edilerek azaltıldı. Dolayısıyla burada kontrol gruplarındaki ve OX kaynaklı 

periferal nöropatik ağrılı sıçan AKG’lerinde TRPV1 kanal aktivasyonları 

birbirleriyle kıyaslandığında önemli düzeyde fark vardı. TRPV1 kanal 

aktivasyon düzeylerini temsil eden bu değerler arasındaki fark Se 

uygulanmasıyla neredeyse ortadan kaldırıldı. AKG'deki TRPV1 akımları patch-

clamp çemberinde ekstrasellüler kapsaisin (CAP, 10 µM) ile uyarıldı, hücre dışı 

kapsazepin (Cpz, 0.1 mM) ile bloke edildi. Tüm hücre (T.H.) whole cell kaydı 

anlamına gelmektedir. 
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Grafik 7. Bu kontrol kaydı AKG duyusal nöron hücrelerinden alınan orijinal 

kayıttır. Burada tüm hücre (W.C., Whole cell) konfigürasyonunda herhangi bir 

agonist kullanılmadan kayıt alınmıştır  

 
Grafik 8. Kontrol+CAP grubu: OX uygulanmayan sıçan grubundan izole edilen 

hücrelerden alınan bu kayıtta agonist olarak kapsaisin (CAP), antagonist olarak 

ise kapsazepin (Cpz) kullanılmıştır. TRPV1 akımları patch-clamp çemberinde 

ekstrasellüler kapsaisin (CAP, 10 µM) ile uyarıldı, hücre dışı kapsazepin (Cpz, 

0.1 mM) ile bloke edildi. 
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Grafik 9. Kontrol+CAP grubu için I-V grafiği. 

 

 
    

Grafik 10. OX+CAP grubu (haftada 2 kez olmak üzere 4 hafta süreyle 

intraperitonal OX enjekte edilen gruptaki sıçanlardan elde edilen AKG 

hücreleri). Burada uyarıcı olarak CAP, kapatıcı olarak Cpz kullanılmıştır. 

 
  

c 
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Grafik 11. OX+CAP grubu için I-V grafiği. 

 
 

Grafik 12. OX+ CAP+Se grubu: İntraperitonal olarak OX (haftada iki kez 

toplamda 4 hafta süreyle 4mg/kg) ve Se (gün aşırı, 4 hafta süreyle 1,5 mg/kg) 

uygulanan sıçanlardan elde edilen AKG’lerden alınan tüm hücre kayıtlarıdır. 

                       

 
Grafik 13. Se grubu: Se, intraperitonal olarak (haftada 2 kez 4 hafta süreyle 1,5 

mg/kg dozlarda) sıçanlara uygulandı. Bu sıçanlardan izole edilen AKG’lerden 

alınan kayıtlardır. Agonist olarak (CAP, 10 µM) kullanılmıştır. 
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Grafik 14. AKG’den alınan TRPV1 kanal akım yoğunluklarının sütun grafiği 

olarak gösterimi. Parantez içindeki sayılar, n sayıdaki grupları belirtmektedir. 

(ap<0.001 Kontrol ve Se’ye kıyasla; bp<0.001 CAP’a kıyasla; cp<0.001 

CAP+Cpz’ye kıyasla; dp<0.001 OX+CAP’a kıyasla) 

 

4.3.  OX Uygulanan Sıçanların AKG ve SN Nöronlarında Se’nin TRPV1 

Aracılı Apoptoz Testleri Üzerine Etkileri 

       Bu bölümde kontrol ve OX gruplarının AKG ve SN primer duyusal nöron 

hücrelerinde Se'nin apoptoz, hücre canlılığı (MTT), kaspaz 3, kaspaz 9 aktivitesi, 

hücre içi ROS üretimi ve JC-1 düzeyi üzerindeki etkisi araştırılmıştır. Apoptoz 

analizleri, çoklu kuyucuk okuyucuda APOPercentage apoptozis kiti Biocolor 

Ltd. (Kuzey İrlanda) ile gerçekleştirildi. Diğer analizlerde aynı şekilde ilgili 

boyama prosedürleri (mitokondriyal membran depolarizasyon için JC-1, ROS 

için DHR-123, MTT için 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide boyaları kullanıldı) sonrasında ivedilikle çoklu kuyucuk okuyucuda 

okundu. AKG ve SN nöronal hücrelerde TRPV1 katyon kanallarının CAP ile 

stimülasyonunu müteakip, apoptoz düzeyleri (Grafik 15 ve 21), ROS ve JC-1 ve 

seviyeleri (Grafik 16,17; Grafik 22,23), kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktiviteleri (Grafik 

18,19; Grafik 24,25) kontrole kıyasla belirgin şekilde artış gösterirken MTT 

düzeylerinde (Grafik 20,26) belirgin bir azalma meydana geldi (p≤0.05). OX 

grubunda kontrole kıyasla apoptoz düzeyleri, kaspaz aktiviteleri ve JC-1 ve ROS 

seviyeleri kontrole kıyasla belirgin şekilde artış gösterirken MTT düzeylerinde 

aynı şekilde belirgin bir azalma meydana geldi (p ≤ 0,001). OX+Se grubunda 
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OX grubuna kıyasla apoptoz testi değerlerinde önemli düzeyde bir azalma, MTT 

seviyesinde bir artış gözlenmiştir (p≤0,05). Se grubundaki apoptoz değerleri OX 

ve OX+Se gruplarına kıyasla önemli düzeyde azalma sergilemişlerdir. Cpz (tüm 

gruplarda) ile hücrelerin ön-muamelesi ve hemen ardından CAP ile hücrelerin 

TRPV1 aracılı uyarımı ile (burada Cpz+CAP gruplarından bahsedilmektedir), 

CAP ile indüklenen oksidatif sitotoksisiteyi belirgin bir şekilde azaltmıştır, bu 

durum hücrenin hayatını idame ettirmesine önemli düzeyde (p≤0,05)katkı 

sağlamıştır. 

 

4.3.1.  OX Uygulanan Sıçanların AKG ve SN Nöronlarında Se’nin Kaspaz 

Aktivasyonları, Hücre içi ROS Üretimi ve JC-1 Düzeyi ve Hücre Canlılığı 

Üzerine Etkisi 

       Kaspaz aktivite analizleri, çoklu kuyucuk okuyucuda kaspaz 3 ve kaspaz 9 

substratları ile gerçekleştirildi. AKG ve SN ‘lerde Kaspaz 3 ve kaspaz 9 

aktiviteleri, TRPV1 spesifik açıcısı CAP aracılı aktivasyonu ile (Grafik 18, 19) 

belirgin olarak artmıştır (p ≤ 0.05). Bununla birlikte, Cpz (p ≤ 0,05) muamelesi 

ile TRPV1 kanallarının inhibisyonu yoluyla nöronlardaki kaspaz aktivitelerinde 

belirgin olarak azalma sağlanmıştır. Buna ek olarak, AKG ve SN nöronlarında 

Se ile TRPV1 kanallarının inhibisyonunu takiben apoptoz, JC-1 ve ROS 

düzeyleri ve kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktiviteleri belirgin şekilde azaldı (p ≤ 0.001). 

Bununla birlikte Se grubundaki hücre canlılığı düzeyleri, (Cpz muamelesi 

olsun/olmasın) ile OX gruplarına kıyasla belirgin şekilde artış gösterdi (p≤ 

0.001). Bu sonuçlar incelenecek olursa oluşan nöropatik ağrının TRPV1 

aktivasyonuna atfedilebileceği anlaşılmaktadır. OX kaynaklı bu nöropatik 

ağrıdan Se aracılı TRPV1 inhibisyonuyla başa çıkılabileceği görülmektedir. 
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4.3.1.1. AKG (Arka kök gangliyon) Apoptoz, ROS, JC-1, Kaspaz 3, Kaspaz 

9, MTT (Hücre Canlılığı) Analiz Sonuçları 

      OX ile uyarılan sıçanların AKG'lerinde TRPV1 (a, b, c, d, e ve f) kanal 

aktivasyonları yoluyla Se’nin apoptoz, hücre canlılığı (MTT), JC-1, hücre içi 

ROS üretimi, kaspaz 3 ve kaspaz 9 değerleri üzerine etkileri (ortalama ± SD ve 

n = 6) incelendi. Değerler kontrole kıyasla kat artışı olarak ifade edilmiştir. Bu 

AKG nöronları kontrol, OX ve Se ile muamele edilen hayvanlardan izole 

edilmiştir. Nöronlardaki TRPV1 kapıları, kapsaisin (10 µM) ile uyarılıp Cpz (0,1 

mM) tarafından inhibe edilmiştir. 

 

a 

 
 

Grafik 15. Sıçan AKG primer duyusal nöron hücrelerinde OX etkisiyle 

oluşturulan nöropatik ağrı durumu üzerine Se ‘nin TRPV1 aracılı 

koruyucu etkisinin apoptoz testi açısından değerlendirilmesi (kontrol 

grubundan CAP’a kıyasla, ap ≤ 0,05), (Se grubundan Se ve Se+CAP’a kıyasla, 
bp ≤ 0,05), (kontrol ve Se gruplarına kıyasla cp ≤ 0,001; OX grubundaki OX ve 

OX+CAP’a kıyasla dp ≤ 0,05), (OX grubuna kıyasla ep ≤ 0,05; OX+Se 

grubundaki OX+Se ve OX+Se+CAP’a kıyasla fp ≤ 0,05) (n= 6 ve ortalama ± 

SD). 

 

 

 



 
 

63 

b 

 

 
Grafik 16. Sıçan AKG primer duyusal nöron hücrelerinde OX etkisiyle 

oluşturulan nöropatik ağrı durumu üzerine Se ‘nin TRPV1 aracılı 

koruyucu etkisinin ROS (reaktif oksijen türleri) testi açısından 

değerlendirilmesi (kontrol grubundan CAP’a kıyasla, ap ≤ 0,05), (Se grubundan 

Se ve Se+CAP’a kıyasla, bp ≤ 0,05), (kontrol ve Se gruplarına kıyasla cp ≤ 0,001; 

OX grubundaki OX ve OX+CAP’a kıyasla dp ≤ 0,05), (OX grubuna kıyasla ep ≤ 

0,05; OX+Se grubundaki OX+Se ve OX+Se+CAP’a kıyasla fp ≤ 0,05) (n= 6 ve 

ortalama ± SD). 

 

c 
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Grafik 17. Sıçan AKG primer duyusal nöron hücrelerinde OX etkisiyle 

oluşturulan nöropatik ağrı durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu 

etkisinin JC-1 testi açısından değerlendirilmesi (kontrol grubundan CAP’a 

kıyasla, ap ≤ 0,05), (Se grubundan Se ve Se+CAP’a kıyasla, bp ≤ 0,05), (kontrol 

ve Se gruplarına kıyasla cp ≤ 0,001; OX grubundaki OX ve OX+CAP’a kıyasla 

dp ≤ 0,05), (OX grubuna kıyasla ep ≤ 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se ve 

OX+Se+CAP’a kıyasla fp ≤ 0,05) (n= 6 ve ortalama ± SD). 

 

d 

 
 

Grafik 18. Sıçan AKG primer duyusal nöron hücrelerinde OX etkisiyle 

oluşturulan nöropatik ağrı durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu 

etkisinin kaspaz 3 testi açısından değerlendirilmesi (kontrol grubundan 

CAP’a kıyasla, ap ≤ 0,05), (Se grubundan Se ve Se+CAP’a kıyasla, bp ≤ 0,05), 

(kontrol ve Se gruplarına kıyasla cp ≤ 0,001; OX grubundaki OX ve OX+CAP’a 

kıyasla dp ≤ 0,05), (OX grubuna kıyasla ep ≤ 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se 

ve OX+Se+CAP’a kıyasla fp ≤ 0,05) (n= 6 ve ortalama ± SD). 
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e 

 
 

Grafik 19. Sıçan AKG primer duyusal nöron hücrelerinde OX etkisiyle 

oluşturulan nöropatik ağrı durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu 

etkisinin kaspaz 9 testi açısından değerlendirilmesi (kontrol grubundan 

CAP’a kıyasla, ap ≤ 0,05), (Se grubundan Se ve Se+CAP’a kıyasla, bp ≤ 0,05), 

(kontrol ve Se gruplarına kıyasla cp ≤ 0,001; OX grubundaki OX ve OX+CAP’a 

kıyasla dp ≤ 0,05), (OX grubuna kıyasla ep ≤ 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se 

ve OX+Se+CAP’a kıyasla fp ≤ 0,05) (n= 6 ve ortalama ± SD). 

f 
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Grafik 20. Sıçan AKG primer duyusal nöron hücrelerinde OX etkisiyle 

oluşturulan nöropatik ağrı durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu 

etkisinin hücre canlılığı (MTT) testi açısından değerlendirilmesi (Kontrol 

grubundan Kontrol ve CAP’a kıyasla, ap ≤ 0,05), (Kontrol grubuna kıyasla, bp≤ 

0,05; Se grubundan Se ve Se+CAP’a kıyasla, cp ≤ 0,05), (kontrol ve Se 

gruplarına kıyasla dp ≤ 0,001; OX grubundaki OX+CAP’a kıyasla ep ≤ 0,05), 

(OX grubuna kıyasla fp ≤ 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se ve OX+Se+CAP’a 

kıyasla gp ≤ 0,05) (n= 6 ve ortalama ± SD). 

 

4.3.1.2. SN’de Apoptoz, ROS, JC-1, Kaspaz 3, Kaspaz 9 ve MTT (Hücre 

Canlılığı) Analiz Sonuçları 

       OX ile uyarılan sıçanların SN’lerinde TRPV1 (a-f) kanal aktivasyonları 

yoluyla Se’nin apoptoz, hücre canlılığı (MTT), JC-1, hücre içi ROS üretimi, 

kaspaz 3 ve kaspaz 9 değerleri üzerine etkileri (ortalama ± SD ve n = 6). Değerler 

kontrole kıyasla kat artışı olarak ifade edilmiştir. Bu SN nöronları kontrol, OX 

ve Se ile muamele edilen hayvanlardan izole edilmiştir. Nöronlardaki TRPV1 

kapıları, kapsaisin (10 µM) ile uyarılıp Cpz (0,1 mM) tarafından inhibe 

edilmiştir. 

 

a  
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Grafik 21. Sıçan SN primer duyusal nöron hücrelerinde OX etkisiyle 

oluşturulan nöropatik ağrı durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu 

etkisinin apoptoz testi açısından değerlendirilmesi (kontrol ve Se gruplarına 

kıyasla ap ≤ 0,001; OX grubundaki OX ve OX+CAP’a kıyasla bp ≤ 0,05), (OX 

grubuna kıyasla cp ≤ 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se ve OX+Se+CAP’a 

kıyasla dp ≤ 0,05). (n= 6 ve ortalama ± SD). 

 

b  

 
 

 

Grafik 22. Sıçan SN primer duyusal nöron hücrelerinde OX etkisiyle 

oluşturulan nöropatik ağrı durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu 

etkisinin ROS (reaktif oksijen türleri) testi açısından değerlendirilmesi 

(kontrol grubundan CAP’a kıyasla, ap ≤ 0,05), (Se grubundan Se ve Se+CAP’a 

kıyasla, bp ≤ 0,05), (kontrol ve Se gruplarına kıyasla cp ≤ 0,001; OX grubundaki 

OX ve OX+CAP’a kıyasla dp ≤ 0,05), (OX grubuna kıyasla ep ≤ 0,05; OX+Se 

grubundaki OX+Se ve OX+Se+CAP’a kıyasla fp ≤ 0,05). (n= 6 ve ortalama ± 

SD). 
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c 

 

 
Grafik 23. Sıçan SN primer duyusal nöron hücrelerinde OX etkisiyle 

oluşturulan nöropatik ağrı durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu 

etkisinin JC-1 testi açısından değerlendirilmesi (kontrol grubundan CAP’a 

kıyasla, ap ≤ 0,05), (Se grubundan Se+CAP’a kıyasla bp ≤ 0,05) (kontrol ve Se 

gruplarına kıyasla cp ≤ 0,001; OX+CAP’a kıyasla dp ≤ 0,05), (OX grubuna 

kıyasla ep ≤ 0,05). (n= 6 ve ortalama ± SD). 

 

d 

 
 

Grafik 24. Sıçan SN primer duyusal nöron hücrelerinde OX etkisiyle 

oluşturulan nöropatik ağrı durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu 
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etkisinin kaspaz 3 testi açısından değerlendirilmesi (kontrol grubundan 

CAP’a kıyasla, ap ≤ 0,05), (Se grubundan Se ve Se+CAP’a kıyasla, bp ≤ 0,05), 

(kontrol ve Se gruplarına kıyasla cp ≤ 0,001; OX grubundaki OX ve OX+CAP’a 

kıyasla dp ≤ 0,05), (OX grubuna kıyasla ep ≤ 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se 

ve OX+Se+CAP’a kıyasla fp ≤ 0,05). (n= 6 ve ortalama ± SD). 

 

e 

 
 

Grafik 25. Sıçan SN primer duyusal nöron hücrelerinde OX etkisiyle 

oluşturulan nöropatik ağrı durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu 

etkisinin kaspaz 9 testi açısından değerlendirilmesi (kontrol ve Se gruplarına 

kıyasla ap ≤ 0,001; OX grubundaki OX+CAP’a kıyasla bp ≤ 0,05), (OX grubuna 

kıyasla cp ≤ 0,05; OX+Se grubundaki OX+Se+CAP’a kıyasla dp ≤ 0,05). (n= 6 

ve ortalama ± SD). 
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f 

 

 
 

Grafik 26. Sıçan SN primer duyusal nöron hücrelerinde OX etkisiyle 

oluşturulan nöropatik ağrı durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu 

etkisinin hücre canlılığı (MTT) testi açısından değerlendirilmesi (kontrol ve 

CAP’a kıyasla, ap ≤ 0,05), (kontrol grubuna kıyasla bp ≤ 0,05), (Kontrol ve Se 

gruplarına kıyasla dp ≤ 0,01; OX+CAP’a kıyasla ep ≤ 0,05), (OX grubuna kıyasla 

fp ≤ 0,01; OX+Se+CAP’a kıyasla gp ≤ 0,05). (n= 6 ve ortalama ± SD). 

 

4.4. OX Kaynaklı Periferal Nöropatik Ağrılı Sıçanlarda Se’nin Ağrı 

Testleri Üzerine Etkileri.  

       OX, Se uygulanan sıçanlarda nosiseptörler üzerindeki bu ilaçların etkisini 

belirleyebilmek için tedavi öncesi ve sonrası Von-Frey ve Hot-Plate ağrı testleri 

yapıldı. İntraperitonal 4mg/kg doz ile haftada 2 kez olmak üzere 4 hafta süreyle 

OX enjekte edilen sıçanlarda yapılan Von-frey (farklı kalınlıktaki iğne uçları) ve 

Hot-plate (sıcak plaka) ağrı testleri incelendiğinde 7. günden itibaren, bilateral 

olarak pençe çekme eşik kuvvetinde (Grafik 27) ve pençe çekme eşik zamanında 

(Grafik 28) önemli ölçüde bir azalma meydana geldiği ve bu azalmanın müteakip 

haftalarda kademeli olarak devam ettiği gözlenmektedir. Öte yandan, kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında, OX gurubunda 2., 3. ve 4. haftalarda mekanik aşırı 

duyarlılıkta artış gözlendi (p ≤ 0,001). Bununla birlikte, sadece Se uygulanan 
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grup sonuçları kontrole benzer seyretti. OX ile birlikte sıçanlara Se 

uygulandığında (OX+Se), sadece OX grubuna kıyasla istatistiksel açıdan 

anlamlı ölçüde (Grafik a, b; cp≤ 0,05) antihiperaljezik etki gözlemlendi. Bununla 

birlikte, Se ile tedavi sonrasında mekanik uyarılara karşı hassasiyet eşik 

değerinde belirgin bir artış saptanmıştır (p ≤ 0,05) (n= 10 ve ortalama ± SD). 

 

a  

 
 

Grafik 27. Bu grafik OX ile muamele edilen sıçanlarda Von-frey testi'nin 

pençe geri çekme kuvveti üzerindeki Se tedavisinin etkisini kontrol ile 

kıyaslamalı olarak ifade etmektedir. (n=10 ve ortalama ± SD). (Von-frey testi: 

kontrol gruplarına kıyasla ap ≤ 0.05, 0. güne ve kontrol gruplarına kıyasla bp ≤ 

0.001, OX grubuna kıyasla cp ≤ 0.05). (n= 10 ve ortalama ± SD). 
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b 

 

 
 

Grafik 28. Bu grafik OX ile muamele edilen sıçanlarda Hot-plate testinin 

pençe geri çekme eşik zamanı üzerindeki Se tedavisinin etkisini kontrol ile 

kıyaslamalı olarak ifade etmektedir. (n= 10 ve ortalama ± SD). Hot-plate testi: 

0. gün gruplarına kıyasla ap ≤ 0.05, 0. güne kıyasla bp ≤ 0.001, OX grubuna 

kıyasla cp ≤ 0.05).  

 

4.5. OX Uygulanan Sıçanların AKG Ve SN Nöronlarında Se’nin Sitokinler 

Üzerine Etkileri 

       Burada proinflamatuvar belirteçlerden TNF-α, IL-1β ve IL-6 gibi 

sitokinlerin AKG ve SN duyusal nöron hücrelerinde OX kaynaklı periferal 

nöropatik ağrı durumundaki ortamda salınımının artışı değerlendirilmiştir. 

Ayrıca bu sitokin seviyelerinin artışının periferdeki duyusal nöronlarda 

gerçekleştiğini ispatlamak için merkezi sinir sisteminden hipokampus 

hücrelerinde de bütün grupların sitokin artış durumları değerlendirilmiştir.  

Kullanılan sitokinleri iki sınıfta kategorize etmek mümkündür: proinflamatuvar 

sitokinler ve anti-inflamatuvar sitokinler. Proinflamatuvar sitokinler, çeşitli 

fizyolojik fonksiyonları düzenleyebilen ve travma, ağrı ve enfeksiyon sürecinde 

önemli bir rol oynayan küçük moleküllü peptidlerdir. Proinflamatuvar bu 

sitokinler TNF-α, IL-1 β ve IL-6 gibi belirteçleri içerir. Her geçen gün artan 

sayıda kanıt, bunlar gibi proinflamatuvar sitokinlerin omurilikte, AKG’de ve 
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siyatik periferal duyusal nöronlarda hiperaljezik, nöropatik ve yaralanma gibi 

çeşitli hastalık koşullarında ağrı aşırı duyarlılığına katkıda bulunmaktadırlar 

(141). 

       Son yıllarda, kemoterapötiklerin tetiklediği nöropatik ağrı mekanizmaları 

üzerine yapılan çalışmaların derinleşmesi ve nöroinflamasyon çalışma alanının 

giderek genişlemesi ile kemoterapötik kaynaklı nöropatik ağrıda sitokin 

seviyelerinin düzenlenmesindeki etki mekanizmalarının analjezik ilaçların 

geliştirilmesi için yeni hedefler sağlayacakları bilinmektedir. Tez çalışmasının 

bu bölümünde, periferal sinir sisteminde meydana gelen OX kaynaklı nöropatik 

ağrı üzerine odaklanarak proinflamatuvar sitokinler TNF-α, IL-1β, IL-6 için 

inflamatuvar mekanizmalara genel bir bakış sunmak amaçlanmıştır. AKG, SN 

ve hipokampus nöronal primer hücrelerin ortalama TNF-α, IL-1β ve IL-6 

seviyeleri Grafik 29-37 ‘de gösterilmiştir.  

 

4.5.1. TNF-α Düzeylerinin Değerlendirilmesi 

       AKG ve hipokampus hücrelerinde TNF-α düzeylerinde sadece Se enjekte 

edilen sıçan grubunda kontrole kıyasla (kontrol grubuna kıyasla, ap ≤ 0,05) 

anlamlı bir azalma söz konusudur (Grafik 29). AKG’lerdeki TNF-α düzeyleri 

OX grubunda kontrol ve Se gruplarına kıyasla anlamlı bir artış (kontrol grubuna 

kıyasla, bp ≤ 0,05; Se grubuna kıyasla cp ≤ 0,001) sergilemiştir. SN’nin OX 

grubundaki TNF-α düzeyleri kontrole ve Se gruplarına kıyasla anlamlı bir artış 

(kontrol ve Se grubuna kıyasla, dp ≤ 0,05) sergilemiştir. Merkezi sinir sisteminin 

önemli bir parçası olan (hatta burada OX kaynaklı periferal nöropatik ağrı 

durumunda meydana gelen sitokin düzeylerindeki artışların daha ziyade 

periferal sinir sisteminde gerçekleştiğini göstermek için hipokampusu kullandık) 

hipokampus nöronlarının OX grubunda kontrol ve Se gruplarına kıyasla TNF-α 

düzeylerinde önemli düzeyde artış (kontrol ve Se gruplarına kıyasla, ep ≤ 0,001) 

söz konusudur. AKG, SN ve hipokampus nöronlarının OX+Se gruplarındaki 

TNF-α düzeyleri OX grubuna kıyasla Se’nin etkisiyle önemli düzeyde azalma 

(OX+Se gruplarına kıyasla, fp ≤ 0,001) göstermiştir (n= 6 ve ortalama ± SD). 
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a 

 
 

Grafik 29. Kontrol, OX ile muamele edilen sıçanlardan elde edilen AKG, 

SN ve Hipokampus nöronal hücrelerinde Se’nin TNF-α düzeyleri 

üzerindeki etkisinin değerlendirilmesi. (n= 6 ve ortalama ± SD). Kontrol 

grubuna kıyasla ap ≤ 0,05; kontrole kıyasla bp ≤ 0,05; Se’ye kıyasla cp ≤ 0,001; 

kontrol ve Se gruplarına kıyasla dp ≤ 0,05; kontrol ve Se’ye kıyasla ep ≤ 0,001 

OX grubuna kıyasla fp ≤ 0,001) (n= 6 ve ortalama ± SD). 
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b 

 
 

Grafik 30. Kontrol, OX ile muamele edilen sıçanlardan elde edilen AKG, 

SN ve Hipokampus nöronal hücrelerinde Se’nin TNF-α düzeyleri 

üzerindeki etkisinin % olarak değerlendirilmesi.  

 

c 
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Grafik 31. Kontrol, OX ile muamele edilen sıçanlardan elde edilen AKG, 

SN ve Hipokampus nöronal hücrelerinde Se’nin TNF-α düzeyleri 

üzerindeki etkisinin alan olarak değerlendirilmesi.  

 

4.5.2.  IL-1β Düzeylerinin Değerlendirilmesi 

IL-1β düzeylerine bakıldığında SN ve hipokampus hücrelerinin sadece Se 

enjekte edilen sıçan grubunda kontrole kıyasla (kontrol grubuna kıyasla, ap ≤ 

0,05) anlamlı bir azalma söz konusudur (Şekil 32). AKG’lerdeki IL-1β düzeyleri 

OX grubunda kontrol ve Se gruplarına kıyasla anlamlı bir artış (kontrol ve Se 

gruplarına kıyasla, bp ≤ 0,001) sergilemiştir. SN’nin OX grubundaki IL-1β 

düzeyleri kontrole ve Se gruplarına kıyasla anlamlı bir artış (kontrol grubuna 

kıyasla cp ≤ 0,05; Se grubuna kıyasla, dp ≤ 0,001) sergilemiştir. Hipokampus 

nöronlarının OX grubunda kontrol ve Se gruplarına kıyasla IL-1β düzeylerinde 

önemli düzeyde artış (kontrol grubuna kıyasla cp ≤ 0,05; Se grubuna kıyasla, dp 

≤ 0,001) söz konusudur. AKG’nin OX+Se grubu OX grubuna kıyasla Se’nin 

etkisiyle IL-1β düzeyleri açısından önemli düzeyde bir azalma (OX grubuna 

kıyasla ep ≤ 0,001) sergilemiştir. SN ve hipokampus nöronlarının OX+Se 

gruplarındaki IL-1β düzeyleri OX grubuna kıyasla önemli düzeyde azalma 

(OX+Se gruplarına kıyasla, fp ≤ 0,05) göstermiştir (n= 6 ve ortalama ± SD).   
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Grafik 32. Kontrol, OX ile muamele edilen sıçanlardan elde edilen AKG, 

SN ve Hipokampus nöronal hücrelerinde Se’nin IL-1β düzeyleri üzerindeki 

etkisinin değerlendirilmesi. Kontrol grubuna kıyasla ap ≤ 0,05; kontrol ve Se 

gruplarına kıyasla bp ≤ 0,001; kontrole kıyasla cp ≤ 0,05; Se’ye kıyasla dp ≤ 

0,001; OX’a kıyasla ep ≤ 0,001; OX’a kıyasla fp ≤ 0,05 (n= 6 ve ortalama ± SD). 
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b 

 
Grafik 33. Kontrol, OX ile muamele edilen sıçanlardan elde edilen AKG, 

SN ve Hipokampus nöronal hücrelerinde Se’nin IL-1β düzeyleri üzerindeki 

etkisinin % olarak değerlendirilmesi.  

 

c 
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Grafik 34. Kontrol, OX ile muamele edilen sıçanlardan elde edilen AKG, 

SN ve Hipokampus nöronal hücrelerinde Se’nin IL-1β düzeyleri üzerindeki 

etkisinin alan olarak değerlendirilmesi.  

 

4.5.3.  IL-6 Düzeylerinin Değerlendirilmesi 

IL-6 düzeylerine bakıldığında AKG, SN ve hipokampus hücrelerinin OX enjekte 

edilen sıçan grubunda kontrol ve Se gruplarına kıyasla (kontrol ve Se gruplarına 

kıyasla, ap ≤ 0,001) anlamlı bir artış söz konusudur (Şekil 35). AKG’nin ve 

SN’nin OX+Se grubu OX grubuna kıyasla Se’nin etkisiyle IL-6 düzeyleri 

açısından önemli düzeyde bir azalma (OX grubuna kıyasla bp≤0,001) 

sergilemiştir. Hipokampus nöronlarının OX+Se gruplarındaki IL-6 düzeyleri 

kontrol ve Se gruplarına kıyasla (kontrol ve Se gruplarına kıyasla cp≤0,001) 

önemli düzeyde artış; OX grubuna kıyasla önemli düzeyde azalma (OX grubuna 

kıyasla, dp ≤ 0,05) göstermiştir (n= 6 ve ortalama ± SD).    

 

a 

 
Grafik 35. Kontrol, OX ile muamele edilen sıçanlardan elde edilen AKG, 

SN ve Hipokampus nöronal hücrelerinde Se’nin IL-6 düzeyleri üzerindeki 

etkisinin değerlendirilmesi. (n= 6 ve ortalama ± SD). Kontrol ve Se gruplarına 

kıyasla ap ≤ 0,05; OX grubuna kıyasla bp ≤ 0,05; Se’ye kıyasla cp ≤ 0,001; kontrol 

ve Se gruplarına kıyasla dp ≤ 0,05; kontrol ve Se’ye kıyasla cp ≤ 0,001 OX 

grubuna kıyasla dp ≤ 0,05) (n= 6 ve ortalama ± SD). 
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b 

 
Grafik 36. Kontrol, OX ile muamele edilen sıçanlardan elde edilen AKG, 

SN ve Hipokampus nöronal hücrelerinde Se’nin IL-6 düzeyleri üzerindeki 

etkisinin % olarak değerlendirilmesi.  

 

c 

 
Grafik 37. Kontrol, OX ile muamele edilen sıçanlardan elde edilen AKG, 

SN ve Hipokampus nöronal hücrelerinde Se’nin IL-6 düzeyleri üzerindeki 

etkisinin alan olarak değerlendirilmesi.  
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4.6. Hücre Kültürü (İn-Vitro) Çalışma Sonuçları 

 

 
 

 

4.6.1. MCF-7 Kalsiyum Sinyali Sonuçları 

       Kontrol, Se, OX ve OX+Se ile muamele edilen MCF-7 insan meme kanseri 

hücre hattında kalsiyum [Ca+2]i iyon konsantrasyonuna TRPV1 katyon kanalları 

aracılığıyla Se etkisi (n= 6 ve ortalama ± SD). Bu sıçanlardan OX grubundakilere 

OX (50µM, 24 saat), Se grubundakilere (200 nM, 2 saat Se) in-vitro 

uygulanmıştır. İnkübasyon sonrası bu kontrol, Se, OX ve OX+Se ile muamele 

edilmiş hücreler Fura-2 ile 45 dk. süreyle yükleme öncesi kapsazepin (Cpz, 0,1 

mM) ile muamele edildi. Kalsiyum sinyali analizi esnasında 400 sn süreyle CAP 

(10 PM) ile TRPV1 kanalları uyarıldı.  
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Grafik 38. Bu eğri grafiğinde MCF-7 insan meme kanseri hücrelerinin CAP (10 

µM) ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan kalsiyum konsantrasyonundaki 

[Ca+2]i zamana göre meydana gelen değişim tüm gruplar için ifade edilmektedir 

 

b 

 

 
Grafik 39. Bu grafikte MCF-7 insan meme kanseri hücrelerinin CAP (10 µM) 

ile aktive edilmesiyle birlikte sitozole akan toplam kalsiyum miktarı [Ca+2]i nM 
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olarak ifade edilmektedir (ap≤ 0.001 kontrol grubuna kıyasla; bp≤ 0,001 kontrol, 

Cpz ve Se gruplarına kıyasla; cp≤ 0,001 Cpz, Se ve Se+Cpz gruplarına kıyasla; 
dp≤ 0,001 OX grubuna kıyasla; ep≤ 0,001 OX+Cpz ve OX+Se gruplarına kıyasla 

idi (n= 6 ve ortalama ± SD). 

 

c 

 

 
Grafik 40. MCF-7 hücrelerinin CAP (10 µM) ile aktive edilmesiyle birlikte 

sitozole akan toplam kalsiyum miktarı % olarak ifade edilmektedir. 

 

4.6.2. OX Uygulanan İnsan Meme Kanseri MCF-7 Hücre Hattında Se’nin 

TRPV1 Aracılı Etkisinin Apoptoz, ROS, JC-1, Kaspaz 3, Kaspaz 9 ve MTT 

Sonuçları Üzerindeki Etkisinin Kontrol Kıyaslamalı Olarak 

Değerlendirilmesi 

       Bu bölümde OX ile inkübe edilen MCF-7 kanser hücrelerinde kaspaz 

değerleri ile gösterilen programlanmış hücre ölümü oranı üzerine Se ve OX’un 

etkilerini in-vitro olarak araştırdık. Dört gruba ait kaspaz 3 ve kaspaz 9 değerleri 

ile birlikte apoptoz sonuçları sırasıyla Şekil 41-46’da gösterilmektedir. OX, OX 

+ CAP, OX + CAP+ Cpz gruplarına ait değerler kontrol grubuna göre önemli 

düzeyde (p <0,05) yüksekti. OX + Se, OX + Se + CAP ve OX + Se + CAP+ Cpz 

gruplarına ait değerler ise OX grubuna göre belirgin şekilde (p <0,05) azaldı. 

Ayrıca Se gruplarında apoptoz, ROS, JC-1, kaspaz 3, kaspaz 9 değerlerinde 
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kontrol, OX ve OX+Se gruplarına kıyasla anlamlı bir azalma (p <0,05) 

gözlenmiştir. Burada Se, hayvan modelimizdeki apoptoz sonuçlarını doğrular 

nitelikte TRPV1 aracılı OX kaynaklı apoptoz yolaklarını bloke etmiştir. Kontrol, 

Se, OX ve Se+OX gruplarındaki ortalama MTT değerleri Şekil 48’de 

gösterilmektedir. MTT değerleri OX grubunda kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede düşük (p <0.05) bulundu (n= 6 ve ortalama ± SD). 

 

 

a 

 
 

Grafik 41. MCF-7 hücrelerinde OX etkisiyle oluşturulan oksidatif stres 

durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu etkisinin apoptoz testi 

açısından değerlendirilmesi (kontrol grubuna kıyasla, ap ≤ 0,05; Se+CAP’a 

kıyasla, bp ≤ 0,05), (Kontrol ve Se gruplarına kıyasla cp ≤ 0,01; OX+CAP’a 

kıyasla dp ≤ 0,01), (OX grubuna kıyasla ep ≤ 0,05) (n= 6 ve ortalama ± SD). 
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b 

 

 
 

Grafik 42. MCF-7 hücrelerinde OX etkisiyle oluşturulan oksidatif stres 

durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu etkisinin ROS açısından 

değerlendirilmesi (Kontrol grubuna kıyasla, ap ≤ 0,05; Se+CAP’a kıyasla, bp ≤ 

0,05), (Kontrol ve Se gruplarına kıyasla cp ≤ 0,01; OX+CAP’a kıyasla dp ≤ 0,01), 

(OX grubuna kıyasla ep ≤ 0,05; OX+Se+CAP grubuna kıyasla fp ≤ 0,05) (n= 6 

ve ortalama ± SD). 
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Grafik 43. MCF-7 hücrelerinde OX etkisiyle oluşturulan oksidatif stres 

durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu etkisinin JC-1 açısından 

değerlendirilmesi (Kontrol grubuna kıyasla, ap ≤ 0,05), (Kontrol ve Se 

gruplarına kıyasla bp ≤ 0,05; OX+CAP’a kıyasla cp ≤ 0,05), (OX grubuna kıyasla 
dp ≤ 0,05; OX+Se+CAP’a kıyasla ep ≤ 0,05) (n= 6 ve ortalama ± SD). 

 

d 

 
 

Grafik 44. MCF-7 hücrelerinde OX etkisiyle oluşturulan oksidatif stres 

durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu etkisinin kaspaz 3 

açısından değerlendirilmesi (kontrol grubuna kıyasla, ap ≤ 0,05; Se+CAP’a 

kıyasla, bp ≤ 0,05), (Kontrol ve Se gruplarına kıyasla cp ≤ 0,05; OX+CAP’a 

kıyasla dp ≤ 0,05), (OX grubuna kıyasla ep ≤ 0,05; OX+Se+CAP’a kıyasla fp ≤ 

0,05) (n= 6 ve ortalama ± SD). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

87 

e 

 
 

Grafik 45. MCF-7 hücrelerinde OX etkisiyle oluşturulan oksidatif stres 

durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu etkisinin kaspaz 9 

açısından değerlendirilmesi (kontrol grubuna kıyasla, ap ≤ 0,05; Se+CAP’a 

kıyasla, bp ≤ 0,05), (Kontrol ve Se gruplarına kıyasla cp ≤ 0,01; OX+CAP ‘a 

kıyasla dp ≤ 0,05), (OX grubuna kıyasla ep ≤ 0,05) (n= 6 ve ortalama ± SD). 
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Grafik 46. MCF-7 hücrelerinde OX etkisiyle oluşturulan oksidatif stres 

durumu üzerine Se’nin TRPV1 aracılı koruyucu etkisinin hücre canlılığı 

açısından değerlendirilmesi (CAP’a kıyasla, ap ≤ 0,05), (kontrol grubuna 

kıyasla bp ≤ 0,05; Se+CAP’a kıyasla cp ≤ 0,05), (Kontrol ve Se gruplarına 

kıyasla, dp ≤ 0,01; OX+CAP’a kıyasla ep ≤ 0,01), (OX grubuna kıyasla fp ≤ 0,05) 

(n= 6 ve ortalama ± SD). 
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5. TARTIŞMA 

       Oksaliplatin yaygın klinik kullanımdadır ve bu ilaç ile tedavi nöropatik 

ağrı ile sınırlıdır. Kemoterapötiklerin hücresel etki mekanizmalarındaki 

benzerlikler ve farklılıklar daha önce çeşitli tümör hücre tiplerinde yapılan 

çalışmalar ile ortaya konmuştur (55,142).  Duyusal nöropatik ağrı, oksaliplatin 

de dahil birçok kemoterapötiklerin doz sınırlayıcı yan etkisidir. OX’un nöropatik 

ağrıdaki rolünü iyon kanalları açısından karakterize etmek ve karşılaştırmak için 

in vitro sıçan AKG ve SN modeli kullandık. Bu primer kültür modelinin, 

hastalarda nöropati oluşturan moleküler ve hücresel olayların incelenmesinde 

yararlı olduğuna dair önemli deliller vardır (143-145).  

       OXPN'nin önlenmesi umut verici bir fikirdir, bununla birlikte bu 

yaklaşımın etkinliği için gerekli klinik bulgular azdır. Gelecekte, önleyici 

stratejiler, klinik ortamda semptom temelli değil, mekanizmaya dayalı bir 

yaklaşımla değerlendirilmelidir. Klinik bulgulara dayanarak çok az sayıda ilaç 

oksaliplatin kaynaklı OXPN'nin tedavisi için şu anda kullanılmaktadır. 

Kullanılan bu ilaçlar merkezi sinir sistemindeki nörotransmitter seviyelerini 

dengeler ve oksaliplatin kaynaklı OXPN'nin patogenezinde rol oynayan nöronal 

hipereksitabilite’yi azaltabilir. Kullanılan bu ilaçlardan biri olan Duloksetinin 

başarısı, başlangıçta KKPN'yi tetikleyen kemoterapötik ilaca göre hastaların 

sınıflandırılmasının ilaç etkinliğini daha da rafine değerlendirilmesini 

sağlamasıdır (146). Bununla birlikte, bu gibi ilaçlar mikrogliyoz ve inflamatuvar 

yanıtları engelleyemez ve bu nedenle oksaliplatin kullanımıyla ilişkili OXPN 

tedavisinde daha az etkili olur. TRP kanallarını bloke etme ve sitokin salınımını 

azaltma (147) gibi çift etkiye sahip olan ilaçların kullanımı, oksaliplatin ile 

indüklenen OXPN'nin monoterapisi için en umut verici ajanlar olacaktır. 

Dolayısıyla geliştirilecek olan ilaçların etkin ve kalıcı çözümler sunabilmesi, bu 

kemoterapötik ajanlardan kaynaklanan ağrıyı önemli ölçüde hafifletebilmesi için 

özellikle iyon kanallarından TRP katyon kanallarının moleküler mekanizmaları 

göz önünde bulundurularak planlanması gerekmektedir. Bununla birlikte, 

kemoterapi alan hastalar zaten zayıflamış bir bağışıklık sistemine sahip oldukları 

için güçlü bir bağışıklık-baskılayıcı program önlenmelidir. 

       KKPN'li hastalar genellikle kemoterapi sırasında farklı ilaçların 

kombinasyonunu almışlardır ve bu nedenle çeşitli yan etkilerine maruz 

kalmaktadırlar. Ayrıca, farklı kemoterapötiklerin kombinasyonel kullanımının 
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artması, çapraz reaksiyona neden olabilir ve ilaçların sitostatik antineoplastik 

etkinliğini etkileyebilir. Bu nedenle KKPN tedavisinde amaç monoterapi 

olmalıdır. 

         Nöropatik ağrı ile ilgili yukarıda açıklanan mekanizmalar bağımsız 

değildir ve bu yolların tümü birbiriyle ilişkili olabilir. Antikanser ajanlarının, 

AKG ve dorsal boynuz duyusal nöronlarının sodyum kanalı fonksiyonel 

karakteristiklerindeki değişiklikleri tetikleyerek hücre içi sodyum iyon 

düzeylerini arttırmak için açılma sıklığını, süresini arttırdığı ve bunun da 

kalsiyum kanallarının daha fazla açılmasına neden olabileceği varsayılabilir. 

Kalsiyum kanallarının alfa 2-delta alt biriminin artmış ekspresyonu ayrıca hücre 

dışı kalsiyumun girişinin artmasından sorumlu olabilir (12,13,24). Dahası, 

artmış presinaptik glutamat salımına yanıt olarak belirgin NMDA reseptör 

aktivasyonu vasıtasıyla hücre dışı kalsiyumun fazlaca sitozole girişi de katkıda 

bulunabilir. Sitozolik kalsiyumun artması, özellikle mitokondriler gibi hücre içi 

depolarından daha fazla kalsiyum salmak için bir tetikleyici olarak işlev görür. 

Kalsiyum artışı, nöronal hücre gövdeleri ve aksonal terminallerin sitotoksisite 

üretmesine sebep olan nitrik oksit ve serbest oksijen radikallerinin üretiminin 

yanısıra duyusal nöronlarda direk olarak aşırı duyarlılık değişiklikleri üreten 

TRPV1 'in fosforilasyonu ve aktivasyonuna yol açan protein kinaz C’nin 

aktivasyonu da dahil olmak üzere diğer sekonder değişikliklerin sayısını 

tetikleyebilir (59,60).  

       Kemoterapötik ajanların kullanımıyla beraber A∂ ve C liflerinde (soğuk ve 

sıcak spesifik) bir kayıp ve bunun sonucunda sinir liflerinin dejenerasyona 

uğramasıyla spontan deşarj meydana gelir. Bu spontan deşarj neticesinde 

nosiseptörlerin aşırı duyarlılığından dolayı mekano-duyarlılık gelişir. Dorsal 

boynuz ve AKG'nin glial hücrelerinden ve makrofajlarından salınan TNF-α, IL-

1 ve IL-6 gibi inflamatuvar sitokinler, nöropatik ağrının gelişimine katkıda 

bulunan PKC ve MAP kinazın aktivasyonu da dahil olmak üzere değişiklikleri 

ortaya çıkarmak için duyusal nöron lokalize sitokin reseptörleri üzerine etki 

ederek bu kaskada katılırlar (51,52). Dahası, bu inflamatuvar mediyatörler, 

nöronal eksitabiliteyi arttırmak için çeşitli iyon kanallarının (TRP kanalları) 

ekspresyon seviyelerini de artırabilir ve ayrıca nosiseptörlerin zararlı olan ve 

zararsız olan uyarıcılara karşı tepkilerini artırmak için doğrudan etki yapabilir ve 

nöropatik ağrının patogenezine önemli katkıda bulunurlar. 
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        Bu çalışmada OX’un periferik nöropatik ağrıya yol açtığı ve Se’nin OX 

kaynaklı bu ağrıyı kısmen önlediği görülmüştür. OX’un nörotoksik bir etkiye 

sahip olduğu iyi bilinmesine rağmen (148,149) Se’nin OX ile indüklenen 

nöropatik ağrı üzerindeki nöroprotektif etkisi ilk olarak bu çalışmada 

gösterilmiştir. Bu sonuçla uyumlu olarak, önceki çalışmalar Se’nin periferal ve 

merkezi sinir sistemini OX dışında nörotoksisiteye karşı koruduğunu 

göstermiştir (150,151). OX kaynaklı nöropatik ağrıyı açıklamak için birkaç olası 

patofizyolojik mekanizma önerilmiştir. Bunlardan bazıları sinir dokusunda 

reaktif oksijen radikalleri ve antioksidan enzim aktivitesinin azalmasıdır. OX’un 

periferik sinirlerde ve vücuttaki başka dokularda reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

üretilmesine neden olduğu gösterilmiştir (152) ve plazma antioksidan 

seviyelerinde azalma, ROS birikmesi, lipid peroksidasyon ve enzim 

inaktivasyonu gibi oksidan-antioksidan dengesizliğine neden olmuştur (153-

155). Ayrıca, önceki çalışmalarla tutarlı olarak, glutatyon peroksidaz düzeyinin 

sıçanlarda OX ile indüklenen nörotoksisiteyi önlediği gösterilmiştir (156,157).  

       Diğer yandan Se hücreleri serbest radikallerin zararlı etkilerinden korur ve 

glutatyon peroksidazın (GSH-Px) aktif bölgesini etkiler. GSH-Px bir 

selenoenzimdir ve peroksitleri suya indirgeyerek ortadan kaldırabilir. Benzer 

şekilde Nazıroğlu ve ark. Se’nin sıçanlarda böbrek, karaciğer ve lens dokularına 

sisplatin kaynaklı oksidatif hasarı önlediğini ifade etmiştir (158). Ayrıca Se, 

sikloksigenaz ve lipoksigenaz kaskadı içeren anti-inflamatuvar özelliklere 

sahiptir ve sitokin ve kemokin ekspresyonunu etkiler (119). Se, nörolojik 

bozukluklarda oksidatif hasarı azaltmak için nöroprotektif bir ajan olarak yaygın 

bir şekilde kullanılmasına rağmen OX kaynaklı periferik nöropatik ağrı 

üzerindeki potansiyel önleyici etkileri daha önce araştırılmamıştır. Bu çalışmada 

sıçanlarda yapılan ağrı testleri, elektrofizyolojik iyon kanalları aracılı moleküler 

incelemeler sonucunda Se’nin OX kaynaklı nöropatik ağrıyı önemli düzeyde 

azalttığı önlediği görüldü. Se’nin TRPV1 kanalları aracılı bu nöroprotektif 

etkileri, antioksidan özellikleri ile ilişkili gibi görünmektedir. 

       Bu tez çalışmasında spesifik olarak, periferik sinir sisteminin AKG, SN 

gibi primer duyu nöronlarında OX kaynaklı nöropatik ağrıda (OXPN) Se’nin 

TRPV1 aracılı tedavi edici rolü incelendi. Oksaliplatin ile oluşturulan 

kemoterapötik ajan kaynaklı bu ağrı modeli ayrıca MCF-7 insan meme kanseri 

hücre hattında in-vitro olarak çalışıldı. Sonuçlar birbirini doğrular nitelikteydi. 



 
 

92 

Önceki çalışmalar, sıçanlarda kemoterapi rejiminin başlatılmasından sonra 

mekanik hiperaljezi ve hipersensitivite dahil olmak üzere tek bir OX 

enjeksiyonunun sıçanlarda nöropatik ağrı ürettiğini göstermiştir (159,160). 

Fakat Se’nin bu ağrı türü üzerine TRPV1 katyon kanalları aracılı etkisi henüz 

çalışılmamıştır. Burada Se’nin OX enjekte edilen sıçanlarda yapılan Von-Frey 

ve Hot-Plate ağrı testlerinde pençe geri çekme kuvveti ve pençe geri çekme eşik 

zamanında anlamlı değişikliklere sebep olduğunu gözlemledik. Ağrı testi 

sonuçları incelenecek olursa OX uygulandıktan 1 hafta sonrasından itibaren, 

bilateral olarak pençe çekme eşiğinde (Grafik 27) ve pençe çekme eşik 

zamanında (Grafik 28) önemli ölçüde bir azalma meydana geldiği ve bu 

azalmanın müteakip haftalarda kademeli olarak devam ettiği gözlenmektedir. 

Öte yandan, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, OX gurubunda 2, 3 ve 4. 

haftalarda mekanik aşırı duyarlılıkta artış gözlendi. Bununla birlikte, sadece Se 

uygulanan grup sonuçları kontrole benzer seyretti. OX ile birlikte sıçanlara Se 

uygulandığında, sadece OX grubuna kıyasla istatistiksel açıdan anlamlı ölçüde 

antihiperaljezik etki gözlemlendi. Bununla birlikte, Se ile tedavi sonrasında 

mekanik uyarılara karşı hassasiyet eşik değerinde belirgin bir artış saptanmıştır. 

       OX kanser tedavisinde son derece etkili olmasına rağmen, AKG 

nöronlarındaki nörotoksisitenin sık rastlanan yan etkileri vardır. Bu 

nörotoksisitenin anahtar mekanizmaları hala tartışmalıdır. Bununla birlikte, 

kalsiyum homeostazındaki bozulmanın OX kaynaklı nörotoksisiteye aracılık 

ettiği öne sürülmüştür (23,161-164). Kalsiyum iyonlarının hücre içine girdiği 

spesifik iyon kanallarından birisi de TRP katyon kanallarıdır ve ilk olarak 

Drosophila'da tanımlanmışlardır. Bunlar arasında trp gen mutasyonları taşıyan 

fotoreseptörler sürekli ışığa bir geçici voltaj yanıtı sergilerler (166). Bu TRP 

katyon kanalları OX gibi kemoterapötik ajanların ortak bir yan etkisi olan 

periferal nöropatik ağrının gelişiminde önemli rol oynamaktadır. Bununla 

birlikte, TRP’lerin bu duruma kesin katkısı tam olarak bilinmemektedir 

(165,166). TRP ailesinin bir alt ailesi olan TRPV1 katyon kanallarının, özellikle 

oksidatif stres ve inflamasyondan kaynaklanan hücre ölümlerindeki olası rolü 

nedeniyle ilgi duyduk (167). TRPV1 kanalları Ca+2’ye geçirgen olduğundan ve 

daha önce diğer oksidatif strese bağlı nörodejeneratif hastalıklarda rol 

oynadığından (166,167), bu kanalların aktivasyonu OXPN patogenezine katkıda 

bulunabilecek potansiyel olarak önemli bir mekanizmadır.  
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       TRPV1 kanallarının bu ağrıdaki rolünü aydınlatmak üzere bu kanallardan 

patch-clamp kayıtları aldık. AKG hücrelerinden alınan patch-clamp akım 

kayıtlarında ve kalsiyum sinyali (AKG, SN ve MCF-7 hücrelerinde) 

sonuçlarında OX ile artan TRPV1 aktivasyonunu Se’nin baskıladığını belirledik. 

TRPV1 patch-clamp analizlerinde sıçan AKG’lerinde CAP ile indüklenen 

akımlar, sırasıyla, Cpz ve NMDG+ (Na+’nın değiştirilmesi) ile tersinir bloke 

edildi. Agonistlerin (CAP) yokluğunda herhangi bir akım gözlenmedi (Grafik 

7). Grafik 8 ve 10’daki kayıtlarda görüleceği gibi agonist tarafından açılan 

kanallar Cpz ile bloke edildi. AKG primer duyusal nöron hücrelerindeki akım 

yoğunlukları OX+CAP gruplarında kontrol ve kontrol+CAP gruplarına kıyasla 

belirgin şekilde daha yüksekti. Bununla birlikte akım yoğunlukları ele 

alındığında kontrol+CAP+Cpz, OX+CAP+Cpz gruplarında OX grubuna göre 

anlamlı derecede düşüktü (Grafik 14). Nöronlardaki akım yoğunlukları Se 

tedavileri ile azaldı ve Se+CAP, OX+Se+CAP gruplarında düşüktü (Grafik 14). 

Bu sonuçlar, CAP’ın TRPV1 kanalları aracılığıyla sitozole aşırı Ca+2 

yüklemesine neden olduğunu açıkça belirtmiştir. Bununla birlikte, OX ile 

indüklenen TRPV1 akımları, oksidatif stres modülasyonu yoluyla bir 

antioksidan eser element olan Se ile tedavi edilerek azaltıldı. 

     Yapılan literatür taramalarında Fura-2 kalsiyum sinyali çalışma sonuçları 

OX’un hücre içi sinyalizasyon açısından bizlere önemli çıktılar sunduğunu 

ortaya koymaktadır (168-170). Bu bulgular ilgi çekicidir çünkü Ca+2, hücre 

sağkalımı, nöronal uyarılabilirlik, nörotransmiter salınımı, sinaptik plastisite 

metabolizma, hücre proliferasyonu ve hücre ölümü dahil olmak üzere birçok 

hücresel fonksiyonun düzenlenmesinde rol oynayan birçok sinyal iletim 

yolaklarından sorumlu kritik bir hücre içi sekonder habercidir (171-173). 

Ca+2’nın OXPN indüksiyonuna dahil olduğu iyi bilinmektedir. OXPN’de Ca+2 

sinyallerinin uzamsal ve zamansal düzenini modüle ederek, çeşitli hücresel 

sinyalleri manipüle etmek ve tamamen farklı hücresel süreçleri düzenlemek 

mümkün olabilir. Bu süreçler, çalışmanın odak noktası haline gelen büyük bir 

kalsiyum sinyalizasyon aracıyla ilişkilendirilmiştir. Bununla birlikte, periferal 

nöronlarda bu Ca+2 sinyali aracı hakkında çok az şey bilinmektedir. Ayrıca 

bileşenlerinin periferal nöropatide nasıl değiştirilebileceği bilinmemektedir. 

Akut OX uygulanması, Ca+2 aracılı kalpain aktivasyonuna yol açan hücre içi 
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Ca+2 salınımlarını aktive eder (165). Bu bakımdan TRPV1 aracılı kalsiyum 

sinyali bu tez çalışmasında odak noktası olmuştur. Burada kalsiyum 

sinyalizasyonu üzerinde durularak patch-clamp çalışmalarında alınan tek bir 

hücrede alınan kayıtlara burada çoklu hücre popülasyonlarından alınan TRPV1 

katyon kanal aktivasyonu kayıtlarıyla katkı sağlanmıştır. 

       Bu bağlamda kalsiyum sinyali sonuçları değerlendirilecek olursa, 

intraperitonal olarak OX uygulanan sıçanlardan izole edilen ve periferal ağrı 

iletiminden primer sorumlu AKG ve SN’de hücre içi kalsiyum konsantrasyonu 

[Ca+2]i üzerine TRPV1 aktivasyonunun modülasyonu yoluyla Se’nin etkileri 

incelendi. Se’nin periferal duyusal nöronlardaki TRPV1 kanalları üzerindeki 

etkisini açıklığa kavuşturmak için, Se ile in-vivo muamele edilen sıçanların 

nöronları, daha sonra kapsazepin ile bloke edildi. CAP ile uyarılan AKG ve SN 

nöronal hücrelerinde kalsiyum’un hücre içine (sitozolik) akış miktarında önemli 

düzeyde artış meydana geldi. OX-kaynaklı nöropatik ağrılı sıçanların AKG ve 

SN nöronal hücrelerindeki bu [Ca+2]i artışı, kalsiyuma geçirgen TRPV1 katyon 

kanallarının CAP ile aktivasyonuna atfedildi (Grafik 1-6 Grafik 10). Periferdeki 

bu duyusal nöron hücrelerin OX gruplarında kontrol grubuna kıyasla yüksek 

düzeyde hücre içi kalsiyum konsantrasyonu [Ca+2]i olmasına rağmen, TRPV1 

antagonistinin (Cpz) güçlü bir şekilde bu [Ca+2]i konsantrasyonunu baskıladığı 

(Grafik 2,5) görülmektedir.  

      Buna ek olarak, Se ile tedavi edilen gruptaki nöronal hücrelerin [Ca+2]i 

düzeylerinin kontrole kıyasla ciddi anlamda düşük olduğunu bulduk (Grafik 2, 

5, 14). Bu periferal duyusal nöron hücrelerindeki [Ca+2]i düzeyi, OX+Se 

gruplarında OX grubuna göre anlamlı olarak daha düşüktü (Grafik 2, 5, 14). Bu 

sonuçlar ele alındığında Se’nin OX-kaynaklı periferal nöropatik ağrı 

durumlarında hücre içi [Ca+2]i düzeylerindeki önemli artışları engelleyerek 

periferal duyusal nöronlardaki TRPV1 katyon kanallarının aktivasyon 

mekanizmalarını etkileyip nöroprotektif roller üstlenmesi gibi pozitif etkileri 

nedeniyle, yeni tedavi yaklaşımlarında çok önemli katkılar sağlayabileceğini 

akla getirmektedir. İn-vivo periferal nöronların yanısıra in-vitro hücre kültürü 

kalsiyum sinyali sonuçlarına bakacak olursak, kontrol, Se, OX ve OX+Se ile 

muamele edilen MCF-7 insan meme kanseri hücre hattında kalsiyum [Ca+2]i 

iyon konsantrasyonuna TRPV1 katyon kanalları aracılığıyla Se’nin etkisine 

bakıldı. Bu sıçanlardan OX grubundakilere oksaliplatin (50µM 24 saat OX), Se 
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grubundakilere (200 nM 2 saat Se) in-vitro uygulanmıştır. OX grubunda hücre 

içi kalsiyum düzeyinde kontrole kıyasla önemli düzeyde bir artış gözlendi. Se 

uygulanmasıyla da kalsiyum düzeyi önemli ölçüde azaldı. Bu sonuçlar hayvan 

çalışma sonuçlarını doğrular nitelikteydi. 

       Ayrıca apoptoz sonuçlarında da Se’nin kullanıldığı gruplarda diğer gruplara 

kıyasla azalma görüldü. AKG ve SN nöronal hücrelerde TRPV1 katyon 

kanallarının CAP ile stimülasyonunu müteakip, apoptoz düzeyleri (Grafik 15 ve 

21), ROS ve JC-1 ve seviyeleri (Grafik 16,17; Grafik 22,23), kaspaz 3 ve kaspaz 

9 aktiviteleri (Grafik 18,19; Grafik 24,25) kontrole kıyasla belirgin şekilde artış 

gösterirken MTT düzeylerinde (Grafik 20,26) belirgin bir azalma meydana geldi 

(p≤0.05). OX grubunda kontrole kıyasla apoptoz düzeyleri, kaspaz aktiviteleri 

ve JC-1 ve ROS seviyeleri kontrole kıyasla belirgin şekilde artış gösterirken 

MTT düzeylerinde aynı şekilde belirgin bir azalma meydana geldi. OX+Se 

grubunda OX grubuna kıyasla apoptoz testi değerlerinde önemli düzeyde bir 

azalma, MTT seviyesinde bir artış gözlenmiştir. Se grubundaki apoptoz 

değerleri OX ve OX+Se gruplarına kıyasla önemli düzeyde azalma 

sergilemişlerdir. Cpz (tüm gruplarda) ile hücrelerin ön-muamelesi ve hemen 

ardından CAP ile hücrelerin TRPV1 aracılı uyarımı (Cpz+CAP gruplarından 

bahsedilmektedir) ile, CAP ile indüklenen oksidatif sitotoksisiteyi belirgin bir 

şekilde azaltmıştır, bu durum hücrenin hayatını idame ettirmesine önemli 

düzeyde katkı sağlamıştır. 

       MCF-7 meme kanseri hücre hattında apoptoz, ROS, JC-1, kaspaz 3 ve 

kaspaz 9 sonuçlarına bakacak olursak, OX ile inkübe edilen MCF-7 kanser 

hücrelerinde kaspaz değerleri ile gösterilen programlanmış hücre ölümü oranı 

üzerine Se ve OX'un etkilerini in-vitro olarak araştırdık. Dört gruba ait kaspaz 3 

ve kaspaz 9 değerleri ile birlikte apoptoz sonuçları sırasıyla Grafik 43-47'de 

gösterilmektedir. OX, OX + CAP, OX + CAP+ Cpz gruplarına ait değerler 

kontrol grubuna göre önemli düzeyde. OX + Se, OX + Se + CAP ve OX + Se + 

CAP+ Cpz gruplarına ait değerler ise OX grubuna göre belirgin şekilde azaldı. 

Ayrıca Se gruplarında apoptoz, ROS, JC-1, kaspaz 3 ve kaspaz 9 değerlerinde 

kontrol, OX ve OX+Se gruplarına kıyasla anlamlı bir azalma gözlenmiştir. 

Burada Se, hayvan modelimizdeki apoptoz sonuçlarını doğrular nitelikte TRPV1 

aracılı OX kaynaklı apoptoz yolaklarını bloke etmiştir. Fakat bu sonuçlar 

literatürdeki birtakım sonuçlarla zıtlık arzediyor olabilir (139) ancak buradaki 
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apoptoz sonuçları Se’nin düşük doz ve zamandaki (200 nM, 2 saat) sonuçlarıydı. 

Çünkü neticede kanser hücre hattı olan MCF-7’de Se’nin apoptoz, ROS, kaspaz, 

JC-1 düzeylerini artırması, hücre canlılığını azaltması beklenirken biz burada 

tam tersini bulduk. İleride farklı dozlarda uygulayacağımız Se ile bu zıtlığı telafi 

etmeyi umuyoruz. Ayrıca Se ile alakalı literatürdeki yayınlar incelenecek olursa 

hem faydalı hem de toksik zararlı etkilerinin olduğu anlaşılmaktadır. Bu da 

bizim çıkarımımızı doğrulamaktadır. 

       Nöronal AKG, SN hücrelerinde ve nöronal olmayan MCF-7 hücre hattında 

apoptoz, kaspaz-3, kaspaz-9, sitozolik ROS ve [Ca+2]i değerlerinin OX 

indüksiyonu ile arttığını bulduk. Bu nedenle, sıçanlara OX indüksiyonları, artan 

oksidatif stres, hücre içi Ca+2 akışı ve apoptoz ile karakterize edilir. Bu durum 

ayrıca in-vitro modelde uyumlu sonuçlarla desteklenmiştir. Bununla birlikte, 

selenyum ile tedavi, OXPN sıçan modelinde AKG, SN ve Hipokampal nöronlar 

üzerinde yararlı etkiler gösterdiği bu çalışmamızda elde ettiğimiz sonuçlarla 

açığa çıkartılmıştır. Bildiğimiz kadarıyla, bu çalışma, Se uygulamalarını, 

özellikle OX ile indüklenen sıçanlarda oksidatif stres, Ca+2 sinyali ve apoptoz 

redoks sistemi üzerindeki etkileriyle referans gösteren ilk çalışmadır. Oksidatif 

stres, lipit, protein ve DNA hasarlarına neden olur. Oksidatif hasar, OX kaynaklı 

hücre lizisi ve oksidatif stres (immün yanıtın bir parçası olarak) sonrasında 

oluşabilen ROS aracılığıyla gerçekleşir (174,175).  

       AKG ve hipokampus hücrelerinde TNF-α düzeylerinde sadece Se enjekte 

edilen sıçan grubunda kontrole kıyasla anlamlı bir azalma söz konusudur (Grafik 

31-33). AKG’deki TNF-α düzeyleri OX grubunda kontrol ve Se gruplarına 

kıyasla anlamlı bir artış sergilemiştir. SN’nin OX grubundaki TNF-α düzeyleri 

kontrole ve Se gruplarına kıyasla anlamlı bir sergilemiştir. Merkezi sinir 

sisteminin önemli bir parçası olan (hatta burada OX kaynaklı periferal nöropatik 

ağrı durumunda meydana gelen sitokin düzeylerindeki artışların daha ziyade 

periferal sinir sisteminde gerçekleştiğini göstermek için hipokampusu kullandık) 

hipokampus nöronlarının OX grubunda kontrol ve Se gruplarına kıyasla TNF-α 

düzeylerinde önemli düzeyde artış söz konusudur. AKG, SN ve hipokampus 

nöronlarının OX+Se gruplarındaki TNF-α düzeyleri OX grubuna kıyasla Se ‘nin 

etkisiyle önemli düzeyde azalma göstermiştir. Sonuçta, bu sıçanlardan izole 

edilen AKG ve SN periferik duyusal ve merkezi sinir sisteminden hipokampal 
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nöron hücrelerinde OX kaynaklı ağrıya neden olan pro-aljezik sitokinleri 

baskıladığını gözlemledik. 

       IL-1β ve IL-6 düzeylerine bakıldığında AKG, SN ve hipokampus 

hücrelerinin sadece Se enjekte edilen sıçan grubunda kontrole kıyasla anlamlı 

bir azalma söz konusudur (Grafik 32 ve 35). AKG’deki IL-6 ve IL-1β düzeyleri 

OX grubunda kontrol ve Se gruplarına kıyasla anlamlı bir artış sergilemiştir. 

SN’nin OX grubundaki IL-1β düzeyleri kontrole ve Se gruplarına kıyasla 

anlamlı bir artış sergilemiştir. Hipokampus nöronlarının OX grubunda kontrol 

ve Se gruplarına kıyasla IL-6 ve IL-1β düzeylerinde önemli düzeyde artış söz 

konusudur. AKG’nin OX+Se grubu OX grubuna kıyasla Se’nin etkisiyle IL-1β 

düzeyleri açısından önemli düzeyde bir azalma sergilemiştir. SN ve hipokampus 

nöronlarının OX+Se gruplarındaki IL-6 ve IL-1β düzeyleri OX grubuna kıyasla 

önemli düzeyde azalma göstermiştir.  

       Makrofaj aktivasyonuna bağlı gelişen nöroinflamasyon kaynaklı oksidatif 

stres, OXPN sonrası nöronal dejenerasyon ürünlerinde önemli rol oynar (176). 

Selenyum, bu etkileri antioksidan rol oynayarak ve antioksidan redoks sistem 

yollarını modüle ederek azaltabilir. Elde ettiğimiz sonuçlar, OXPN sonrası 

periferdeki oksidatif stres artışı raporlarının sonuçlarıyla doğrulanmıştır (177-

180). OXPN’deki yüksek [Ca+2]i seviyeleri mitokondriyal permeabilite geçiş 

porunun sürekli açılmasını indükleyebilir ve bir dizi reaksiyonu tetikleyebilir. 

Bunlar arasında kalsiyum salınımı, oksidatif fosforilasyonun kesilmesi, matris 

şişmesi ve nihayetinde sitokrom c ve diğer apoptojenik proteinlerin salınmasıyla 

dış zarın kopması sayılabilir (173). Bu nedenle mitokondriyal kalsiyum 

homeostazının disregülasyonu, mitokondriyal disfonksiyonu ve sonraki 

apoptozu tetiklemede çok önemli bir rol oynamaktadır. Bununla birlikte 

selenyum, protein tiyol gruplarının modifikasyonu ile geçişli mitokondriyal 

geçirgenliği indükler, bu da sitokrom c serbestleşmesi ve mitokondriyal 

membran depolarizasyonunun kaybı ile sonuçlanır (181,182). Mevcut AKG, SN 

ve MCF-7 hücrelerindeki ROS ve [Ca+2]i değerleri, selenyumun, nöronal ve 

nöronal olmayan hücrelerde TRPV1 kanal aktivitesinin modülasyonu yoluyla 

[Ca+2]i konsantrasyonunu azaltmasına rağmen, OX maruziyeti ile arttırılmıştır. 

Bu hücrelerde TRPV1'in selenyum ile tedavisi ile modülasyonu, mitokondriyal 

ROS üretimi, apoptoz ve hücre zarı Ca+2 akşının azalmasının nedeni olabilir. 

Reaktif oksijen türleri, mitokondriyal membran potansiyelinin çöküşünü 
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indükler ve bu nedenle apoptoz dahil olmak üzere bir dizi mitokondriye bağlı 

süreçleri tetikler (118,173). Apoptoz, esasen kaspaz olarak bilinen sistein 

proteazları tarafından yürütülen programlanmış hücre ölüm yolaklarıdır. 

Kaspazların apoptotik kaskadı, kaspaz-3, -8 ve -9'u içeren apikal (başlatıcı) 

kaspazların aktivasyonu ile başlatılır (182). Zararlı uyaranlara ve ilgili hücresel 

stres durumlarına yanıt olarak, başlatıcı kaspazları, apoptotik hücre ölümünü 

düzenleyen yürütücü kaspazlarını doğrudan veya dolaylı olarak aktive eder 

(183,184). Kompleks I’in inhibisyonu, ATP sentezinde ve oksidatif radikallerin 

birikiminde bir azalmaya neden olarak, zararlı oksidatif strese ve hücre ölümüne 

neden olur (172). Son zamanlardaki çalışmalar da ROS'a yanıt olarak nöronlarda 

ve hücre hatlarında apoptozun indüksiyonunu göstermiştir (118,185,186). 

Mitokondriyal oksidatif strese bağlı hücre ölümünün mekanizması, OX ile 

indüklenen sıçanların AKG’lerinde çalışılmıştır (187). 

       Bununla birlikte, mitokondriyal oksidatif stres indükleyici ajanların post-

mitotik nöronlardan nasıl ve ne şekilde etkilendiğinin belirlenmesi 

gerekmektedir. Ancak, selenyumun nöronal hücrelerde antioksidan, anti-

apoptotik ve anti-inflamatuvar özellikleri vardır (4,183,186,188). Benzer şekilde 

nöronlarda oksidatif hasara bağlı selenyumun (189) koruyucu rolleri, ROS 

üretimi, MAPK/ERK aracılı apoptoz sinyali, bax ve kaspaz-3 ve -9 değerleri için 

apoptotik hücre ölümünü bloke ederek gerçekleştirdiği rapor edilmiştir. Bu 

çalışmada, selektif tedavi ile azalmış olmasına rağmen, OX indüksiyonu ile 

AKG ve SN apoptoz, kaspaz-3 ve -9 değerleri artmıştır. Burada, selenyumun, 

OXPN’ye maruz kalan sıçanların AKG, SN nöronlarının yanısıra in-vitro olarak 

MCF-7 hücre hattında da apoptotik hücre ölümünü inhibe etmek için antioksidan 

ve anti-inflamatuvar özellikler ile hareket ettiğini gösterdik. Apoptotik süreç, 

kaspaz-3, -8 ve -9 gibi tüm kaspaz aktivitelerini içerir ancak selenyum gibi 

antioksidanlar kaspaz-3 ve -9 aktiviteleri üzerinde koruyucu etkilere neden 

olurken kaspaz-8 üzerinde etkisi görülmemiştir. (183,184). Apoptoz seviyeleri 

OX grubunda kontrol ve Se gruplarına göre daha yüksekti, kaspaz-3 ve -9 

değerleri Se tedavileriyle kontrol seviyelerine geri getirildi.  Sistein, bu 

proteinlerin aktivitesini modüle edebilen serbest radikaller tarafından 

modifikasyona yatkın olan tiyol grubunun reaktivitesinden dolayı oksidatif bir 

hedeftir, bu nedenle oksidasyona dayalı regülasyon için kaspaz-3 ve -9 hedefleri 

oluşturur (190,191). Ek olarak Se’nin, nöronlarda tiyol gruplarında modülatör 
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rollere sahip olmasına (192) istinaden tiyol grubu regülatör özelliklerine bağlı 

olarak, Se ile tedavi sonrasında kaspaz aktiviteleri ve apoptoz değerleri kontrol 

değerlerine geri getirilmiştir. Ek olarak, OX-kaynaklı apoptozun mekanizmasını 

anlamak için yapılan önceki çalışmalar, aynı zamanda, sitokrom c salınımını 

takiben kaspaz-3 ve -9’un aktivasyonları olan apoptozun intrinsik yolağının da 

rol oynadığını göstermiştir (193-195). Önceki gözlemlerle uyumlu olarak, 

sonuçlarımız ayrıca, OX uygulanan sıçanlardan alınan AKG ve SN nöronlarının 

intrinsik apoptotik yolağın aktive edildiğini ortaya koymuştur. 

       Bu tez çalışmasının sonuçları bağlamında, Se ile kombine kemoterapinin 

antikanser ilaçların doz sınırlayıcı yan etkilerinden en önemlisi olan nöropatik 

ağrıyı hafifletebileceğini açıkça göstermektedir. Bildiğimiz kadarıyla, 

kemoterapötiklerden oksaliplatin kaynaklı nöropatik ağrının TRPV1 kanalları 

aracılığıyla sitokin düzeyleri, kaspaz 3, kaspaz 9, apoptoz ve oksidatif stres 

analizleri ve Ca+2 sinyalizasyonu üzerine Se ‘nin etkisini moleküler temelde 

inceleyen başka bir çalışma yoktur. Bu sonuçlar, oksaliplatin ve Se 

kombinasyonunun, sadece oksaliplatin kullanımına kıyasla ve apoptotik 

aktiviteyi azalttığı ve TRPV1 kanal aktivitelerinin modülasyonu yoluyla Ca+2 

birikimini azalttığını açıkça göstermektedir. Bu nedenle, Se’nin oksaliplatin ile 

kombine kullanıldığında nöropatik ağrı gelişen periferik duyusal nöron 

hücrelerinin ağrı tedavisinde değerlendirilmesi gerektiğini bizlere 

göstermektedir. Ayrıca in-vitro MCF-7 meme kanseri hücre hattından elde 

ettiğimiz sonuçlara da bakacak olursak, diğer sonuçları destekler nitelikte, 

TRPV1 katyon kanallarının aşırı aktivasyonu yoluyla artan hücre içi Ca+2 

konsantrasyon değişimi ve hücre apoptozunda kalsiyum sinyalinin rolünü açığa 

çıkarmış olup, potansiyel tedavi olarak TRPV1 kanal inhibitörlerinin 

kullanılabileceğini bize göstermiştir. Mitokondriyal depolarizasyon ve ROS 

aktivitesi, hücre içi [Ca+2]i’a bağlıdır ve OXPN kaynaklı hücre dışı ortamdan 

Ca+2 ‘un TRPV1 kanalları yoluyla aşırı düzeyde girişi sonucu tetiklenir (196). 

       Kapsaisin ve TRPV1 kanallarının aktivasyonu yoluyla kolorektal kanser 

hücrelerinde apoptoz ve oksidatif stres bildirilmiştir, bununla birlikte bir TRPV1 

antagonisti olan Cpz, apoptotik ve oksidatif stres etkilerini engellemiştir (197). 

İki iyi bilinen apoptotik yol vardır: hücre yüzeyi ölüm reseptör bağımlı ekstrinsik 

yol ve mitokondriye bağımlı intrinsik yol. Bu yollara ek olarak, apoptoz, 

endoplazmik retikulum oksidatif stresi (ER stresi) ile indüklenir. Bu ise esasen 
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hücre içi serbest Ca+2 konsantrasyonundaki artışa neden olur (130). Se hücre içi 

kalsiyum artışının asıl kaynağı olan TRPV1 katyon kanalları için bir modülatör 

rolü sergilemiştir. Bu hücrelerde OX ile indüklenen apoptoz, kaspaz 3 ve kaspaz 

9 düzeylerindeki artış, Se tarafından baskılanmış oldu. Hücrelerin Se ile 

muamele edilmesi neticesinde, OX ile indüklenen oksidatif toksisitenin azaldığı 

ve hücre canlılığının arttığı gözlenmiştir. 

       Redoks ajanlar TRP kanallarını doğrudan oksidatif amino asit 

modifikasyonu yoluyla ya da dolaylı olarak ikincil haberciler aracılığıyla aktive 

eder. Bu çalışmada TRPV1 kanalları kapsaisin tarafından aktive edildiğinde bu 

modülasyonu OX ile oluşturulan nöropatik ağrı durumunu ve Se ‘nin TRPV1 

aracılı etkilerini araştırmak amacıyla inceledik. OX kaynaklı nöropatik ağrı 

durumundaki tiyol-aktivasyonunun hücre içi etki alanı, hücre içi yerleşimli 

sisteinlere etki ederek olduğunu gösteren önceki çalışmalar ile tutarlıdır (198). 

TRPV1 kanalının oksidatif duyarlılaşması için N-terminus (199) ve C-terminus 

önemlidir. TRPV1 kanalları, sistein modifikasyonu yoluyla oksidatif strese 

sebep olan maddeler tarafından doğrudan aktive edilir. Fizyolojik olarak redoks 

duyarlı-TRP kanallarının aşırı aktivasyonu neticesinde artan hücre içi Ca+2 

konsantrasyonu ile kaspaz kaskadlarının tetiklenmesi, apoptotik yolakların 

aktivasyonu, pro-inflamatuvar sitokin salınımlarındaki aşırı miktardaki artış ve 

neticede inflamasyon ve ağrı yanıtlarına aracılık eden önemli bir rol üstlendiği 

ortaya çıkmaktadır. Bu durum kemoterapötiklerin kullanımıyla ortaya çıkan 

nöropatik ağrı durumunda da önemli çıktılar sağlamaktadır. Patofizyolojik 

olarak redoks duyarlı TRPV1 kanalları kemoterapi kaynaklı OXPN ve 

hiperaljezi ile ilişkilidir. Bu bulguların, daha önce tedavi edilemeyen OX 

kaynaklı periferal nöropatik ağrı için etiyolojilerin aydınlatılmasına yol 

açacağını tahmin ediyoruz. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

       Kemoterapötik ajanlarla tedaviyi sonrası periferal nöronlarda hücre içi 

anormal Ca+2 iyon düzeyi, kanal ekspresyon seviyelerinde artış ve ısıya karşı 

aşırı duyarlılık geliştiği rapor edilmiştir. Meydana gelen bu hücresel olayların 

kemoterapi sonrası gelişen periferal nöropatik ağrıda rol oynadığı ifade 

edilmektedir. Ca+2 iyonuna geçirgen kanallardan biri de TRP katyon kanalları 

ailesinin alt üyesi olan TRPV1 olup, bu kanal 43oC sıcaklık ve kırmızı acı 

biberde bulunan kapsaisin molekülü gibi uyaranlarla aktive edilir. TRPV1, platin 

bazlı tedavi sonrası gelişen ısıl hiperaljeziden ve duyusal nöronlardaki mekanik 

allodinden sorumludur. Bu tez çalışmasında kanserli hastalarda (özellikle de 

kolon kanserinde) yaygın olarak kullanılan kemoterapötik ajanlardan biri olan 

OX’a maruz bırakılan sağlıklı sıçanların AKG, SN periferal nöronlarında 

TRPV1 kanalları aracılı periferal nöropatik ağrı gelişimi değerlendirilmiş olup 

Se’nin iyileşmedeki rolü ele alınmıştır. Bu durum zaten kemoterapötiklerin önde 

gelen doz sınırlayıcı bir yan etkisidir.  

       Çalışmamızı anlamlı kılan dikkat çekici özellik ise bu ağrı durumunun 

Se’nin TRPV1 katyon kanalları aracılığıyla etkisini moleküler tekniklerle 

araştıran tek çalışma olmasıdır. Çünkü OXPN’de Se’nin TRPV1 aracılı etkisi 

henüz çalışılmamıştır. OX’a maruz bırakılan hayvanlarda pençe çekme kuvveti 

ve pençe çekme eşik zamanında önemli düzeyde bir azalma tespit ettik. OX alan 

gruptaki hayvanlara 55 oC’de sıcak plaka (Hot-plate) ağrı testi yaptığımızda 

OX’un etkisiyle hayvanların ağrı eşik değerleri düştüğünden dolayı kontrol ve 

Se gruplarına kıyasla çok erken sürelerde ayaklarını kaçınmaya başladılar. Aynı 

sonuçları farklı kalınlıklardaki Von-Frey ağrı testleriyle de gözlemledik.  Se ile 

muamele durumunda bu değerler yüksekti. Bu sıçanlardan elde edilen AKG, SN 

ve Hipokampus nöronal hücrelerinde aynı zamanda gruplar arası pro-aljezik 

sitokin düzeylerini karşılaştırdık ve neticede TNF-α, IL-1β, IL-6 düzeylerinde 

OX gruplarında meydana gelen önemli düzeydeki artışın Se+OX gruplarında 

azaldığını gözlemledik. Bu da selenyumun OX kaynaklı ağrı düzeyini 

azaltmadaki rolünü ortaya koymuş oldu. Bununla birlikte genel olarak sitokin 

seviyeleri hücre grupları arasında kıyaslandığında periferal nöronlardaki OX 

kaynaklı meydana gelen sitokin salınımında, merkezi sinir sistemine 

(hipokampus) kıyasla önemli düzeyde bir artış gözlendi. Bu durum bizim 
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hayvanlara intraperitonal uyguladığımız kemoterapötik ajanın (OX), periferal 

nöronları etkilediği bilgisini doğrulamış oldu.  

       Patch-clamp (yama menteşe) analizleri sonucu AKG hücrelerinde OX 

kaynaklı TRPV1 aşırı aktivasyonunun Se’nin etkisiyle azaldığını belirledik. 

Kalsiyum sinyali sonuçları da benzer şekildeydi. Apoptoz, ROS, kaspaz 3, 

kaspaz 9 ve JC-1 sonuçları da diğer tüm sonuçları destekler nitelikte OX ile artan 

apoptoz Se etkisiyle azaldı. Hücre kültürü sonuçları da deney hayvanları çalışma 

sonuçlarını destekler nitelikteydi. Tüm bu çalışma sonuçlarıyla birlikte 

OXPN'nin mekanizmaya dayalı tedavisi için öneriler incelenecek olursa, 

geliştirilecek ilaçların, oksaliplatin'in neden olduğu OXPN’ye karşı iyon 

kanalları odaklı nöroprotektif, anti-inflamatuvar maddelerin kombinasyonunu 

içermesi gerektiği anlaşılmaktadır. Geliştirilecek olan bu ilaç kesinlikle Se ihtiva 

etmeli ve ilk defa duyusal nöronlarda keşfedilmiş olan TRPV1 kanallarını 

modüle edecek şekilde dizayn etmelidir. Özetle, verilerimiz ilk kez, OXPN 

mekanizmalarının, AKG ve SN'de mitokondriyal ROS, apoptoz ve ağrı 

indükleyerek TRPV1 kanalları yoluyla aracılık edilebileceğini öne sürdü. 

Bununla birlikte, OXPN’nin ağrı, oksidan ve apoptotik etkileri, Se tedavisi ile 

nöronlarda TRPV1'in bloke edilmesiyle tersine çevrildi. Bu nedenle, Se’nin 

kullanımı OX kaynaklı ağrı, mitokondriyal oksidatif stres ve apoptozis 

tedavisinde etkili bir yeni yaklaşım olabilir. Ek olarak, TRPV1 kanalları OX 

kaynaklı apoptoz ve periferal ağrının tedavisinde önemli farmakolojik hedefler 

olabilir. 
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ÖZET 

 

OKSALİPLATİNİN NEDEN OLDUĞU NÖROPATİK AĞRI VE 
TRPV1 KANAL AKTİVASYONU ÜZERİNDE SELENYUMUN 

KORUYUCU ETKİSİNİN SIÇAN VE HÜCRE KÜLTÜRÜ 
ORTAMINDA MOLEKÜLER TEKNİKLERLE ARAŞTIRILMASI 

 
 

      Nöropatik ağrı için onaylanan birçok ilaç, oksaliplatin (OX) kaynaklı 
nöropatik ağrı tedavisinde yeterince etki göstermemektedir. OX ile ilişkili 
nörotoksisiteye, hücre içi kalsiyum düzeyi artışı, apoptoz ve oksidatif stresin 
aracılık ettiği bildirilmesine rağmen, bu değerler üzerinde selenyumun (Se) 
koruyucu etkisi henüz yeterince bilinmemektedir. Bu nedenle, bu tez 
çalışmasında, Se uygulamasının, OX kaynaklı nöropatik ağrılı sıçanların 
periferal nöronlarında (AKG, SN) ve hücre kültürü ortamında (MCF-7) oksidatif 
stres, apoptoz, ROS, mitokondriyal zar depolarizasyonu (JC-1), TRPV1 kanal 
aktivasyonu üzerindeki etkileri araştırıldı. 
     Bu çalışmada 40 yetişkin wistar albino sıçan Kontrol, Se, OX, OX+Se olarak 
4 gruba ayrıldı. Sıçanlara OX (haftada iki kez 4 mg/kg) ve Se (gün aşırı 1,5 
mg/kg) intraperitonal olarak 4 hafta süreyle uygulandı. Hücre kültürü 
çalışmasında da aynı gruplarda, MCF-7 meme kanseri hücreleri OX (24 saat 
süreyle 50 µM) ve Se (2 saat süreyle 200 nm) ile inkübe edildi.  

Hem in-vivo hem de in-vitro sitozolik serbest kalsiyum, apoptoz, JC-1, 
oxidative stress seviyeleri ve kaspaz-3 ve -9 aktiviteleri OX grubunda kontrole 
göre daha yüksekti. Sıçanlarda ağrı (Von-Frey ve Hot-plate) testlerinde OX 
grubunda pençe çekme eşik kuvveti ve eşik zamanında, TNF-alfa, IL-1 beta ve 
IL-6 düzeylerinde kontrole kıyasla yükselme gözlendi. Bu yükselen değerlerin 
Se uygulamaları ile azaldığı gözlemlendi.  

Sonuç olarak, Se’nin, in-vivo ve in-vitro bu ağrı modellerinde TRPV1 kanal 
aktivasyonu yoluyla oksidatif stres, apoptoz ve kalsiyum girişi üzerinde 
koruyucu etkileri olduğunu gözlemledik. Bu sonuçlar, OX’un neden olduğu 
nöropatik ağrıyı önlemek için potansiyel ilaç geliştirme kaynağı olabilir.  
 
Anahtar kelimeler: Apoptoz; Oksaliplatin; Periferik Ağrı; Selenyum; Oksidatif 
stres; Interlökin; TRPV1. 
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ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF SELENIUM 

ON OXALIPLATIN INDUCED NEUROPATHIC PAIN AND TRPV1 

CHANNEL ACTIVATION BY MOLECULAR TECHNIQUES  

IN RAT AND CELL CULTURE MEDIUM. 

 

       Many drugs already approved in the treatment of neuropathic pain have 
failed in the oxaliplatin (OX)-induced peripheral neuropathic pain. Dorsal root 
ganglion (DRG) and sciatic nerve (SN) have main role for induction of the pain. 
Increase of intracellular calcium, apoptosis, intracellular reactive oxygen species 
(ROS) production, mitochondrial membrane depolarization (JC1) and cytokine 
levels were reported in the DRG and SN of OX-treated human and animals, 
although protective effects of selenium (Se) on the levels have not been clarified 
yet. We aimed to investigate protective effects of TRPV1 channel activation, 
JC1, ROS, apoptosis, cytokine production and pain intensity levels in DRG and 
SN of OX-treated rat and MCF-7 breast cancer cells 
       In this study, 40 adult Wistar albino rats were divided into 4 groups as 
Control, Se, OX, OX + Se. OX (4 mg/kg twice a week) and Se (1.5 mg / kg every 
other day) were administered intraperitoneally to rats for 4 weeks. In the cell 
culture study, MCF-7 cells were incubated with OX (50 μM for 24 h) and Se 
(200 nM for 2 h) in the same groups. Both in vivo and in vitro cytosolic free 
calcium, apoptosis, ROS, JC1 and cytokine (TNF- alpha, IL-1 beta and IL-6) 
levels, and caspase-3 and -9 activities were higher in the OX group than in the 
control. However, the levels were decreased in the rats by the Se treatment. In 
the pain tests (Von-Frey and Hot-plate), mechanic and heat peripheral pain 
sensitivity values were increased by OX treatment, although the values were 
decreased by the Se treatment.   

In conclusion, we observed that Se induced neuroprotective effects against 
oxidative stress, apoptosis, inflammation, calcium entry through TRPV1 
activation and pain sensitivity in the OX-treated rats and MCF-7 cells. Se may 
potential drug for treatment of OX-induced neuropathic pain.  
 
Keywords; Apoptosis; Oxaliplatin; Peripheral Pain; Selenium; Oxidative stress; 
Interleukin; TRPV1.  
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