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1. GIRIS

Transient Receptor Potential (TRP) kanallari, baska yerlesimleri yanisira
nosiseptif duyusal sinir sonlanmalarinda konumlanmis, tehdit/rahatsiz edici
potansiyeli olan termal, mekanik veya kimyasal uyaranlara yanit veren ve segici
olmayan bir katyon kanali ailesidir. TRP kanallar1 katyonlara kars1 se¢ici olmamakla
birlikte kalsiyum iyonlarin1 daha se¢imli gegirmektedir. TRP kanallar1 ya direkt
olarak plazma zarlarindaki kalsiyum giris kanallar1 gibi davranmakta ya da kalsiyum
giris kanallarinin modiilasyonunu saglayacak olan zar potansiyelini degistiren
sitozolik serbest kalsiyum kanallar1 {izerinde etkili olmaktadir. Farkli TRP
proteinleri, uyaranin tipi ve siddetine bagli olarak kalsiyum iyon gegirgenliklerini

degistirmekte ve hiicresel yanit kaliplarin1 modiile etmektedir.

Transient Receptor Potential Vanilloid Reseptor-1 (TRPV1) reseptorleri, bu
aile icerisinde agr iletim yollarmin aktivasyonunda en onemli role sahip olan
reseptorlerdir. Vaniloid benzeri kimyasallara, sicakliga (>430C) ve distk pH’ya
duyarhdir. Bu reseptorler gesitli uyaranlarla aktiflestigi zaman hiicre i¢ine kalsiyum

iyonunun akis1 uyarilir.

Guncel literatur bilgilerinde, gonadal hormonlarin yalniz tireme davranislart
ve cinsiyetin belirlenmesinde degil, tiim fizyolojik sistemlerde etkin roller aldigini
gostermektedir. Bu hormonlardan en etkin oldugu bilinen 17p3-estradiol (6strojen,
E»), noron canliligi, néronal uyarilabilirlik ve somatoduysal uyaranlarin algilanmasi
gibi sinir sistemi iizerindeki hayati etkileri nedeniyle ¢ok sayida arastirmaya konu
olmustur (1, 2). Kalp-damar ve nérolojik sistemlerde E,’nin antioksidan roliinin
oldugu da iyi bilinmektedir (3). Ayrica, agr1 yolaklar iizerinde de E; etkili olduguna
dair bildirimler mevcuttur (4).

Menopoz sonrast donemde overyan E; salinnminin azalmasiyla birlikte,
oksidatif stres ve apoptozisin tetiklendigi ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir (5, 6).
Menopozda, sitozole kalsiyum iyon artiginin periferal agri olusumunun yani sira,
mitokondriyal depolarizasyon artis1 oksidatif stres Uriinlerinin daha da artmasina,
ayrica kaspaz ve apopitotik yolaklarin uyarilmasina neden oldugu bilinmektedir (7,

8). E; yetersizliginin, arka kok gangliyon (AKG) ve hipokampis sinir hiicrelerinde



voltaja duyarli kalsiyum kanallar1 (VGCC) ve kimyasal kapilar aracili sitozole
kalsiyum iyon akisinin migren ataklarina, periferal agriya ve epilepsi gibi sinirsel
hastaliklarin olusumuna neden oldugu bildirilmektedir (9, 10). Fakat periferal agr

olusumunda TRPV1 kanal aracili Ca*? girisi iizerinde yeterince bilgi yoktur.

TRPV1 Kkanallar1 daha ziyade AKG ve hipokampus sinir hiicrelerinde
eksprese edilmislerdir. Fakat ovariektomize (OVX) sigcanlarda TRP kanal aracili
kalsiyum iyon girisinin oksidatif stres ve apopitotik yolaklar1 etkiledigi konusunda
bildirim mevcut degildir. TRPV1 ve TRPM2 gibi bir kisim kanallarin
aktivasyonunda oksidatif stresin rolil oldugu yakin zamanlarda yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir (11, 12). Giiniimiizde bilinen VGCC ve kimyasal kapili kalsiyum kanal
blokerlerinin higbirisi TRPM2 ve TRPV1 kanallarini inhibe edememektedir. Cilinkii
bu kanallarin aktivasyon ve inhibisyon mekanizmalar1 farklidir. Bu kanallar {izerine
yapilan ¢alismalar giin gectik¢e ¢1g gibi biiylimektedir. Ciinkii bunlarin diizenlenmesi
veya patolojik durumdan fizyolojik duruma dondiiriilmesi, noropatik agri ve
hipokampus patofizyolojisinin neden oldugu hastaliklarin tedavisine biiylik katki

saglayacagi bilim insanlar1 tarafindan diisiiniilmektedir.

Noronlarin elektriksel olarak asir1 uyarilmasi “asir1 uyarilma toksisitesi” ad1
verilen, sitozole asir1 kalsiyum iyon akisi sonucu hiicreyi 6liime gotiiren bir siireci
baslatabilir. Bu durum pek ¢ok norodejeneratif hastalikta ve travmalar sonrasinda
gbzlenen noron kaybinin patofizyolojisinde sorumlu tutulmaktadir (13). Yeni
tanimlanmis olan TRPV1 katyon kanalinin bu baglamda OVX’li si¢anlarda néronu
olime gotiiren siireglerde ne gibi roliiniin oldugunu anlamak bu hastaliklarin
tedavisinde oldukc¢a 6nem arz etmektedir. Ayrica, E, yetersizligi bu kanallar1 agarak
sinir hicrelerine zarar verirken, antioksidan 6zellige sahip olan E;, viicut antioksidan
diizeylerini ve TRPV1 kanal aktivasyonlarmi diizenleyerek bu siireclerde fayda
saglayabilir. Ep’nin gerek agri modiilasyonundaki etkilerine gerekse antioksidan
etkilerine bagka molekiiller mekanizmalarin yani sira, kalsiyum iyonunun hucre
icerisine akisim1  diizenleyen TRPV1 kanallarmin aracilik ediyor olabilecegi
ongorilmektedir. Bu galismanin amaci, normal si¢an ve ovaricktomi uygulanmis
sicanlarin arka kok gangliyon hiicrelerinde, TRPV1 kanal aracili kalsiyum iyonu

girisi Uzerinde E;’nin etkilerini aragtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Néroendokrin Bir Hormon Olarak Ostrojen

Ostrojenler, temel olarak kolesterolden sentezlenen bir steroid hormon
ailesidir (14). Gebe olmayan diside biiyilk miktarda overlerden, az miktarlarda da
adrenal korteksten; gebelikte ise biiyilk miktarlarda plasentadan salgilanan disi
cinsiyet hormonlaridir (14). Ug tip 6strojen vardir; 17p-estradiol (E,), eriskin diside
overlerden salinir. Estron (E;), overlerden salinir, az miktarlarda da adrenal
korteksten salinan androstenedionun periferal dosiimii ile olusur. Estriyol (E3),
estradiol ve estronun karacigerde metabolize edilmesi ile olusur. E; en 6nemli
Ostrojen tipidir. E;’den 12, Ez’ten 80 kat gucli Ostrojenik etkileri vardir (14, 15).
Androstenedion, overlerde E;’e ve kismen testesterona doniistiiriiliir. Testesteron ise
ya Sa-rediiktaz ile Sa-hidrotestosterona ya da aromataz ile E;’ye cevrilir. Plasenta,
adrenal korteks ve testislerde de E, sentezi yapilmaktadir. Basta yag dokusu olmak
tizere karaciger, bobrek, akciger, deri, beyin gibi bazi dokularda, adrenal korteks

kaynakl1 androstenedion ve testesterondan, E; ve estradiol sentezlenmektedir (16).

E,’nin kadin sekonder seks karakterleri, kardiyovaskiiler sistem, iskelet kas
sistemi ve immiin sistem basta olmak iizere fizyolojik sistemler lizerinde oldukca
etkili bir hormon oldugu yapilan pek ¢ok arastirmayla ortaya konmustur (3, 15, 17-
19). E;, erkeklerde disilerden daha diisiik diizeyde sentezlenmektedir, ancak her iki
cinsiyette de temel hiicresel mekanizmalarda 6nemli roller tstlenmektedir (4).

E, merkezi ve periferik sinir sisteminde 6nemli rollere sahiptir. Bu hormonun
reseptorleri, amigdala, hipokampus, korteks, serebellum, spinal kord ve periferik
sinirlerde yaygin olarak bulunmaktadir (20). E;, néromodulator ve norotransmitter
maddelerin sentez, ekspresyon ve reseptor aktivitelerini diizenler. Ayrica noronlarin
gelisimi  ve sinaptik fonksiyonlarin diizenlenmesinde goérev alir. E, dlzeyi
azaldiginda sinaptik ileti azalir ve noronlarda yapisal degisiklikler olusur (21). E;’nin
sinir sistemindeki bir diger onemli rolii beyin vaskiiler yapilarindaki endotel
hiicrelerinde bulunan reseptorler yoluyla total serebral ve serebellar kan akim hizini

kontrol ederek glikoz kullanimini diizenlemesidir.

Yapilan c¢alismalarda E;’nin hipokampal nérogenezis icin vazgecilmez



oldugu gosterilmistir. Iki giin boyunca E, uygulanan siganlarda hipokampal CAl
piramidal hticrelerinde dendrit sayilarinin %30 arttig1 ve bdylece eksitator sinaptik
baglanti sayisinin arttigi belirlenmistir (21). Ex B reseptori bulunmayan farelerle
yapilan caligmada, belirgin morfolojik anomalilerle birlikte, bu farelerin serebral
korteks’inde noronlarin miktarinda ve organizasyonunda eksiklikler belirlenmistir

(22). Norotransmitter sistemleri Gizerinde 6nemli diizenleyici etkilere sahiptirler (23).

Kalp-damar ve norolojik sistemlerde E;’nin antioksidan roluniin oldugu iyi
bilinmektedir. E;’nin mitokondriyel fonksiyonlar1 ve kalsiyum girisini dizenleyerek
oksidatif stresi ve apoptozisi azalttigi yoniindeki kanitlar gittik¢e artmaktadir (5, 6,
24-27). Postmenopozal kadinlarda premenopozal kadinlarla karsilastirildiginda,
okside GSH ve MDA gibi oksidatif stres markirlarinin plazma konsantrasyonlari
daha yiiksek bulunmustur (28). Preklinik ¢aligmalarda da ovariektomize si¢anlarda
ovaryan E; cekilmesinin oksidatif stresi ve apoptozisi tetikledigi ¢esitli ¢alismalarda
bildirilmistir (7, 8, 29). Postmenopozal dénemde ovaryumdan E;’nin salgilanmasinin
azalmis olmasi nedeniyle, postmenopozal kadinlarda oksidatif stresin tetikledigi
doku hasari ve nodrodejenerasyonun ve agri duyarliliginin arttigi ¢ok sayida

calismada rapor edilmektedir (5, 8, 25).

AKG hicrelerinde bulunan TRPV1 kanallari, E; ile inhibe edilmektedir (30).
E2, genomik ve non-genomik mekanizmalarla etkilerini ger¢eklestirebilir. Genomik
mekanizmalarda hiicre i¢indeki reseptoriine baglanan hormon, spesifik gen
transkripsiyonu ve protein sentezi saglayarak uzun siireli etki olustururken, genomik
olmayan mekanizmada ise; E; birincil haberciyle baglant1 kurarak iyon kanallarinin
iletkenligini veya noronal uyarilabilirligi degistirir (31). Ez’nin hicre igi reseptorleri
ER-o ve ER-B’dir. Ayrica hiicre membrani {izerinde bulunan G-protein-kenetli
reseptor (GPR30), E,’nin non-genomik hizli etkilerine aracilik eder (31). E;’nin
cAMP/protein kinaz A, protein kinaz C, mitojenle etkilesen protein kinaz (MAPK)
ve ekstraselluller sinyal duzenleyici kinaz (erk) gibi ikinci haberci sistemler

tizerinden agriy1 diizenledigi kabul edilmektedir (3).

Agr1, cok fazla sayida nedene bagli olarak olusabilen ve bir¢ok fizyolojik
mekanizmanin devreye girdigi asir1 derecede karmasik bir duyudur. Uluslararasi

Agr1 Arastirmalart Birligi (International Association for the Study of Pain = IASP)



agriy1; “yaganmakta olan veya potansiyel doku zedelenmesi ile iliskilendirilen veya
bdylesi bir zedelenme baglaminda betimlenen hos olmayan, rahatsiz edici bir duyusal
ve duygusal deneyimdir” seklinde tanimlar. Nosisepsiyon ise “duyusal reseptorlerin,
karsilastig1 zararli uyaran ile ortaya ¢ikan bilingsiz tepkileri” olarak tanimlanmistir

(15).

Son yillarda E,’nin sinir sistemi tizerindeki etkilerine ilgi artmig 6zellikle agr1
yolaklarindaki fonksiyonlar1 {izerinde ¢alismalar yogunlasmustir. E, reseptorlerinin
sinir sisteminde yaygin olarak bulundugu ve bu hormonun otonom ve duysal sistem
lizerinde 6nemli rol aldig1 kabul edilmistir (32). immiinohistokimyasal ¢aligmalar
sinir hicrelerinde ve gangliyonlarda ER-a’nin ER-B’dan daha yaygin olarak
bulundugunu ve bu reseptoriin E;’nin sinir sistemi tzerindeki etkilerine daha fazla
aracilik ettigini belirlemistir (4). Bu nedenle E;’nin agri modiilasyonunu a reseptorii
tizerinden yaptig1 disiiniilmektedir. ER-o-yoksun veya ER-B-yoksun farelerle
yapilan ¢alismalar, E;’nin ER-a tizerinden pro-nosiseptif etkiye neden olabildigini,
ER-B Uzerinden ise anti-nosiseptif etkilere neden olabildigini belirlemistir. Bunlara
ek olarak GPR30 (zerinden E;’nin hizli etkileri oldugu da diistiniildiigiinde,
literatiirde bu hormonun agn iizerindeki etkileri ile ilgili farkli sonuglarin ¢ikmasi

olagan karsilanabilir.

Rahatsiz edici uyaranlarla olusan nosisepsiyonun E; ile modiile edilebildigi
ile ilgili c¢alismalarmin sonuglar1 yogunlukla E,nin agr diizenlenmesinde etkili
oldugunu gosterirken; az sayida calismada ise sonuclar belirsizdir (3). Deneysel
olarak E; cekilmesi saglanan sicanlarda, E, yetersizliginin rahatsiz edici uyarana
kars1 agri esigini diigiirdiiglinii, yanit hiz1 ve siddetini arttirdigi gosterilmisken (33-

37), az sayida c¢alismada ise gruplar arasinda fark olmadigi bulunmustur (38, 39).

2.2. TRP Kanallari

Nosiseptif duyusal sinirlerin sonlanmalarinda konumlanmais, tehdit/rahatsiz
edici potansiyeli olan termal, mekanik veya kimyasal uyaranlara yanit veren gesitli
reseptorler bulunmaktadir. Bunlarin ¢ogu, TRP kanallar1 denen secgici olmayan bir

katyon kanal1 ailesinin &geleridir (15).



Giliniimiizde memelilerde yaklagik 30 iiye iceren TRP kanallar1 yeni bir
katyon kanal1 ailesi olarak tanimlanmaktadir. TRP kanallar1 kan basinci ve diiz kas
tonusunun diizenlenmesi, renal Ca*? / Mg*? iletimi, keskin tad ve kokulu bilesiklerin,
mekanik degisikliklerin, agrinin, 1sinin, tadin, kokunun, sesin, 1s1g1n algilanmasi gibi

¢ok onemli bir¢ok siiregte rol oynamaktadir (40-42).

Amino asid benzerliklerine gore TRP ailesi 7 alt aileye ayrilmaktadir (43).
TRP conancial (TRPC) yedi alt aileden, TRP vanilloid (TRPV) alt1 alt aileden, TRP
melastatin (TRPM) sekiz alt aileden, TRP polisistein (TRPP) (¢ alt aileden, TRP
mukolipin (TRPML) ii¢ alt aileden ve TRP ankirin (TRPA) tek tiyeden olusmaktadir
(44, 45). TRP katyon kanallarmin ¢ok sayida hastaligin fizyopatolojisinde dnemli
rollere sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu kanallarin yapisal olarak ortak yonleri fazla

olsa da bu kanallarin alt tiplerinin aktivatorleri farklilik gostermektedir.

TRP kanallarinin temel yapisini, bazt TRPP’ler hari¢, membrani 6 kez gegen
bolgelerin olusturdugu oOnerilmektedir. 5 ve 6 segmentleri arasindaki hidrofobik
halkanin iyon kanali olusturan por oldugu ve NH,; ve COOH uglarinin sitoplazmada
bulundugu diisiiniilmektedir. TRP alt tipleri homo ya da heterotetramerik yapilar
olusturarak fonksiyon gostermektedirler (40, 46). Invivo olarak, fonksiyonel TRP
kanal komplekslerinin bir araya gelisi homo / hetero multimerlesme ve yapisal
proteinler ile kompleks olusumlar tarafindan yonetilmektedir (47). Farkli dokularda
onerilen fizyolojik islevler ile heterolog ekspresyon sistemlerinde gozlenen TRP

kanallarinin islevsel 6zellikleri arasindaki farkliliklar bu olusumlar ile ag¢iklanabilir.

2.2.1. TRPV Katyon Kanallar

Memelilerde alt1 {liyeye sahip TRPV (vanilloid) ailesi 4 alt gruba
ayrilmaktadir: TRPVI/TRPV2, TRPV3, TRPV4 ve TRPV5/6 (48, 49). TRPV
ailesinin tyeleri tetramerik kompleks olarak islev gostermektedir. TRPV kanallarinin

tima 3-5 NHz-ucu ankyrin tekrarlarina sahiptir (50).

TRPV2 gerilim ile aktive olan bir kanaldir ve damar diiz kasinda
mekanosensor olarak islev gostermektedir (51) ve olasilikla iskelet kasi ve kalp
kasinin dejenerasyonu ve agri yolaginda da rol oynamaktadir (52). TRPV4’Un

fizyolojik fonksiyonlar1 arasinda santral ve periferal termoduyarlik, mekanoduyarlik,



osmoduyarlik ve bazal Ca*® homeostazi yer almaktadir (53, 54). TRP ailesinin en
yilksek Ca*? selektif kanallari TRPV5 ve TRPV6 kanallaridir ve bu kanallar Ca*? ile
duzenlenmektedir (55). Bu iki kanal fizyolojik kosullar altinda kalsiyumu iletirken,
ekstraseliiler kalsiyumun yoklugunda tek degerli katyonlar1 iletir. TRPVS bobrekte
Ca'*? reabsorbsiyonu i¢in énemli iken TRPV6 bagirsakta dnemlidir (56). TRPV1, bu
kanallar iginde agri modiilasyonu ile ilgili olarak ilgiyi en fazla ceken kanal

olmustur.

2.2.1.1. TRPV1 Katyon Kanah

TRPV1, Kapsaisin (CAP) ve CAP benzeri etki olusturabilen, yiiksek 1s1
(>43°C) ve asit (pH<5) ile aktive olan bir iyon kanal reseptériidiir. TRPV1, duysal
ndronlar ve gangliyonlarda yaygin olarak bulunur. Ayrica diger néronlarda ve néron
icermeyen cesitli hiicrelerde de bulundugu gosterilmistir (57, 58). Bu reseptorler

¢esitli uyaranlarla aktiflestigi zaman hiicre igine Ca*”

iyonunun akisi uyarilir (59,
60). Vanilloidler ekzojen ve endojen olarak ikiye ayrilirlar (61). Endojen
vanilloidlere ornek olarak yangiya baglhh pH degisiklikleri ve yliksek sicaklik
degisiklikleri (62), ekzojen vanilloidlere ise, kaktlisde bulunan rezinferatoksin,
anandamide ve aci kirmizibiberin etken maddesi CAP verilebilir (63). CAP, bu

kanallarin arastirilmasinda en fazla kullanilan eksojen vanilloiddir (64).

TRPVI1, agn iletimi ve enflamasyon ile indiiklenen termal hiperaljezi
aktivasyonundan sorumlu tutulmustur (61). Agr1 algilamay1 saglayan nosiseptorlerin
periferik sonlanmalari iizerinde bulunan TRPV1’in modiilasyonu ile somatosensor
sistemde agr1 mesajlarinin algilanmasi ve enflamatuar termal hiperaljezi gelismesi
saglanabilir. TRPV1’in cesitli ajanlar tarafindan modiilasyonunun altinda yatan
mekanizmalarin anlagilmasi sayesinde, agrinin azaltilmasi i¢in yeni tedavi olanaklari

sunulabilir (65)

TRPV1 kanallan yapisinda sistein gruplari icermektedirler (66). Sistein’lerin
birgok sinir hiicresinde antioksidan rolii vardir. Sistein aminoasidi glutatyon (GSH),
lipoik asit ve glutatyon peroksidaz gibi bircok antioksidan icin kaynak
olusturmaktadir. Yakin zamanda grubumuzun yaptig1 calismalarda TRPV1 kanal

aktivasyonlarinda GSH ve N asetil sistein (NAC) antioksidanlarinin diizenleyici rolii



gozlenmistir (12, 67). Bu TRPV1 yapisindaki sistein gruplari oksidatif stres ve nitrik
oksit ile aktive olunca TRPV1 kanallari agilmakta ve Na* ile Ca™ akislari

gerceklesmektedir (11).

TRPV1 katyon kanallar1 nosiseptif ve inflamatuar agrilarda onemli bir
diizenleyicidir ve TRPV1 ekspresyonu, aktivasyonu ve modiilasyonunun agri ile
iligkili oldugu iyi bilinmektedir (68). Yiiksek sicaklik, ekstrasellller ve intrasellller
pH dengesizlikleri ve kanalin direk uyarami olan CAP gibi birgok fiziksel ve
kimyasal uyaranla kanallar aktive olabilir ve nosiseptif yanit olusur. AKG ve
noronlarda, Ozellikle nosiseptif afferent liflerde rahatsiz edici uyaranlarin
belirlenmesi ve diizenlenmesinde TRPV1’in 6nemli rol oynadigi belirlenmistir (69).
TRPV1 geninden yoksun farelerde rahatsiz edici uyarana karsi olugan akut agrinin bu

kanallar araciligiyla diizenlendigi gosterilmistir (70).

TRPV1 antagonistleri ile yapilan c¢alismalarla; ¢esitli agr1 modellerinde bu
katyon kanalmin etkili oldugu, agr tasinmasi ve modiilasyonunda dénemli rol aldig1

belirlenmistir (71).

TRPV1 yalniz rahatsiz edici dis uyaranlarla degil diisiik pH, yiiksek 1s1 (>43°)
ve anandamidler gibi i¢ uyaranlarla da aktive olabilir (72), ayrica prostaglandinler ve
bradikinin gibi inflamatuar ajanlar da bu kanallar1 aktive eder (73). TRPV1 gen
eksikligi olan farelerde termal nosisepsiyonun ve iltihaba bagl termal hiperaljezi
diizeyinin diisiik oldugu; inflamasyon ve sinir hasarina bagli mekanik allodininin ise
farkli olmadig1 goriilmistiir (61). Honore ve ark. ¢alismasinda ise ratlarda néropatiye

ve inflamasyona bagl allodini diizeyinin de azaldig1 gosterilmistir (74).

2.3. Ostrojen, Kalsiyum Sinyali ve TRPV1 Katyon Kanah

Kalsiyum, hiicrenin olusumundan 6limine kadar bitin hucresel slrecleri
yonlendiren bilginin genel tasiyicist olarak tanimlanmaktadir (75). Gunimuzde hiicre
bolinmesi, hiucresel motilite, hormon sekresyonu, metabolizma, sinir sisteminin
gelisimi ve sinirsel iletim, protein dongiisli, gen ekspresyonu ve programli hiicre
olimii gibi hiicresel siireglerde kalsiyumun rolii gosterilmistir (76, 77). Kalsiyum
homeostazindaki kiiciik bir aksaklik Onemli hiicresel yolaklarin islevlerinin

bozulmasina ve beraberinde birgok hastaliga neden olmaktadir (13). Ca™ aktif



hiicrelerde olusturulan bir ikinci haberci olarak rol alirken ayn1 zamanda bir hormon
ya da bliylime faktorii gibi hiicre membraninin disinda da gergek bir birinci haberci
olarak c¢alisabilmektedir. Kalsiyumun sinyal {iretimine yonelik fonksiyonu sitozolik
miktarinin artmasi ile dogru orantihidir (77). Es zamanli bir¢ok zit yonlii iyon
kanalinin agilmasi ya da kapanmasi sayesinde hiicre igerisindeki Ca*? yogunlugu,
artabilmekte veya azabilmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artisi, hiicre
zarma yerlesik vaziyetteki iyon kanallar1 ve endoplazmik retikulum (ER) ile
sarkoplazmik retikulum (SR) yilizeyindeki iyon kanallari vasitasi ile olmaktadir.
Buna zit olarak Ca*? konsantrasyonu azalmasi ise hiicre zarinda ve ER/SR iizerinde
yerlesik Ca*® ATPaz’lar vasitasiyla yogunluk farki veya enerji harcanmasi ile

neticelenen bir takim degis-tokus mekanizmalar: (Na*/Ca’?) tarafindan saglanir (78).

TRP kanallar1, endokrin sistem ve cevresel faktorlerin etkisiyle kalsiyumun
hiicre i¢ine giris/¢ikisini diizenleyerek total kalsiyum miktarint belirler. Asiri
soguk/sicak, diisiik pH, cesitli bitki etken maddeleri ile hayvan zehirleri gibi canl
icin uygun olmayan kosullarda bu kanallar aktive olarak hiicre i¢ine kalsiyum iyonu
gecisine neden olur. Kalsiyum iyonu miktarindaki degisim, hiicrede fizyolojik veya
patolojik slreclerin baslamasina neden olur. Steroid hormon sentezi ve sekresyonu
da bu sireglere dahildir (79). TRP kanallar1 steroid hormon sentezinin kontrolinde
rol alirken, bu hormonlar da TRP kanallarinin aktivitesi tizerinde etkili olmaktadir.
Steroid hormonlarla TRP kanallar1 tlizerindeki bu etkilesim, gelisim anomalileri,
viicut 1sisinin  diizenlenmesi ve cinsiyet farkliliginin duysal uyari1 hassasiyetini
degistirmesi gibi ¢ok dnemli olaylara neden olmaktadir (79). E; uygulamasi yapilan
OVX ve OVX olmayan siganlarla yapilan c¢alismada TRPV1 antagonistleri
Kapsazepin (CPZ) ve 5-iodoresiniferatoxin’in intrahipokampal enjeksiyonu

sonrasinda allodini’nin énemli diizeyde azaldig1 belirlenmistir (74).

AKG noronlar1 TRPV1 reseptorlerinin yanisira ¢ok sayida E, reseptoriide
eksprese etmektedir. AKG noéron kilturiinin uzun sire E;’ye maruz birakilmasindan
sonra, bu ndronlarda major kimyasal/termal nosiseptif uyarana yanitin azaldig
gorilmiis ve bu durumun TRPV1 kanallarinin inhibe edilmis olmasindan
kaynaklandigi rapor edilmistir (30). Benzer sekilde ATP’nin tetikledigi kalsiyum ige
akiginin da E; tarafindan inhibe edildigi belirtilmistir (30).



Selektif E, agonisti, TRPV1’in kimyasal aktivasyonunu etkileyerek termal

hiperaljezi, nérojenik inflamasyon ve diger agrili durumlar azaltmistir (30).

2.4. Agnnve TRPV1

TRPV1’in agri duyusunun tasinmasi ve belirlenmesinde rol alan duysal
noronlar: stimiile etmesindeki rolii cok sayida ¢alismada ele alinmis ve bu kanallarin
nosiseptif ve inflamatuar agrida 6nemli diizenleyiciler oldugu gosterilmistir (61, 71,
80). Fizyolojik kosullarda TRPV1 katyon kanallar1 inaktif iken; rahatsiz edici
kimyasal ve termal uyarilarin varliginda aktive olurlar (71, 81). TRPV1 iki yolla
aktive olmaktadir. 1. aktive edici fiziksel veya kimyasal bir uyarici etkisiyle kanalin
direkt olarak acilmasidir. 2. TRPV1’in aktivasyonunda bir diger onemli yol ise
kanalin prostaglandinler (PG), bradykinin, endojen lipit tiirevleri gibi inflamatuar
mediyatorlerle allosterik olarak diuizenlenmesidir (82). Aktive olan kanaldan sitozole
asirt Ca™® gecisi olur ve hiicre i¢i kaspaz yollarimin aktivasyonuna neden olarak

hiicresel 6liime yol acabildigi edilmistir (81, 83, 84).

TRPV1 kanallarinin, AKG, trigeminal gangliyon ve vagal gangliyonlarda,
ayrica bu gangliyonlarin bipolar duysal noronlarinin periferik ve santral uzantilar
tizerinde yogun olarak eksprese edildigi bildirilmistir. Primer duyusal néronlar agriy1
periferden medulla spinalise tasirlar. Primer duyusal aferent liflerin periferik uglari
(nosiseptor) deri, subkutan doku, periost eklem kapsul, kas (cizgili kas ve diiz kas),
adventisya, plevra ve peritonda lokalizedir ve de miyelinsiz sinir uglaridir. Santral
uclart medulla spinalis arka boynuzunda spinal néronlarla sinaps yapar. TRPV1
eksprese eden bu noronlar, C ve Ad olarak siniflandirilan miyelinsiz veya ince
miyelinli sinir lifleridir (69, 85). Bu sinir liflerinin CAP’ duyarli oldugu ve bu lifler
Uzerindeki TRPV1 kanallarinin uyarilmasi ile substans P (SP) ve kalsitonin gene-
iliskili peptid (CGRP) gibi noropeptidlerin salinimina neden olarakta agriya yol
actig1 rapor edilmistir (86).

TRPVY’in duysal noronlarda noropeptidlerin saliniminda rol oynadigi son
yillarda yapilan ¢aligmalar ile saptanmistir. CAP’in TRPV1 ile baglanmasiyla baslica

Ca*? olmak iizere Na*, ve K* iyonlarnm hiicre icine akisi sekillenmektedir. Bu
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durum noronlarda depolarizasyona ve noropeptid maddelerin, salgilanmasina yol

acarak agriya neden olmaktadir (87, 88).

Nosiseptif sinaptik iletimin diizenlenmesi, patolojik agr1 durumlarinin
cogunun gelisiminde ve onariminda, biiyilkk 6nem arz etmektedir. Nosiseptorlerle
periferden algilanan bilgiyi medulla spinalise tasiyan primer duyusal ndronlarin
santral uglar1 medulla spinalis arka boynuzunda spinal ndronlarla sinaps yapar. Bu
sinapslar ve bu alanda salgilanan norotransmitterler agrinin modiilasyonunu
saglamaktadir. Periakuaduktal gri cevher (PAG) noronlari, formasyo retikiilaris ve
lokus seruleus gibi supraspinal inen kontrol mekanizmalari, medulla spinalis
diizeyinde primer afferentleri baskilayip kontrol altinda tutar. TRPV1 kanallarinin
periakuaduktal gri cevher noronlari, amigdala’da, anterior, cingulat ve insular
korteks gibi beynin agri1 iletimi ve diizenlenmesi ile ilgili alanlarinda eksprese
edildigi (89, 90) ve agrinin inen yollarinda glutamaterjik ve glisinerjik, serotonerjik
ve noradrenerjik iletimin modiilasyonunda da rol aldiginin belirlenmesi (91, 92) agr
ile ilgili son arastirmalarda en c¢ok ilgi goren hedeflerden biri olmasini saglamistir
(93). Bu yollarin aktivasyonu hiperaljeziye neden olurken, desentizasyonu agri

yanitinin azalmasina neden olmaktadir.

2.5. Agr1 ve Menapoz

Ovaryan hormon seviyelerinin degisiminin, sadece cinsiyet farklilagsmasi ve
tireme tizerinde degil hafiza, duygu durumu, néronal canlilik ve transmisyon ile
birlikte duysal iletisimde de dnemli oldugu belirlenmistir (94). Bu hormon seviyeleri,
fizyolojik menopozla veya ovariektomi — gonadoektomi gibi cerrahi islemler sonucu
belirgin olarak degismektedir. Insanlarda menopoz, &strojenin belirgin olarak
eksikligine sebep olmaktadir (95). Preklinik ¢alismalarda OVX, menopoz modeli

olarak kullanilmaktadir.

Menopoz sonrast donemde overyan E; saliniminin azalmasiyla birlikte,
oksidatif stres ve apoptozisin tetiklendigi ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir (5, 6).
Menopozda, sitozole kalsiyum iyon artisinin periferal agri olusumunun yani sira,
mitokondriyal depolarizasyon artis1 oksidatif stres iirlinlerinin daha da artmasina,

ayrica kaspaz ve apopitotik yolaklarin uyarilmasina neden oldugu bilinmektedir (7,

11



8). E, yetersizliginin, AKG ve hipokampus sinir hucrelerinde VGCC ve kimyasal
kapilar aracili sitozole kalsiyum iyon akiginin migren ataklarina, periferal agriya ve

epilepsi gibi sinirsel hastaliklarin olusumuna neden oldugu iyi bilinmektedir (9, 10).

Agr1, duysal ve duygusal boyutlari olan kompleks bir durumdur. E, bir¢ok
karmagik yolla agriyt modiile edebilmektedir. E; dogrudan SSS reseptorlerine
baglanir ve agr ile ilgili ndrotransmitter sistemlerle etkileserek bunlarin reseptorlerin
nicelik ve niteliksel degisimlerine neden olmaktadir. E, serotonin ve beta-adrenerjik
reseptorlerinin sayisinda diisise neden olur (96). E, ¢ekilmesi, dopamin reseptér

duyarliliginin artmasi ile iliskilidir (97).

Ostrojen ile serotonin arasindaki iliski, arastirmalarin odaklandig: diger bir
konudur. Serotoninin selektif 5-HT1B reseptor agonistleri olan triptanlarin,
perimenstruel proflaksisinde yararli olmasinin altinda yatan mekanizmalar, tam
olarak agiklanamamugtir. Seks steroidleri, beyinde, spinal korda ve periferal
sinirlerde norotransmisyonu modiile etmekte ve diger ndrotransmiterlerin reseptor
aktivitelerini etkilemektedirler (4). Ostrojenin, serotoninin iiretilmesini artirdig,
yikimin1 ve geri alimii azalttigi ileri siriilmektedir. Progesteron yoklugunda,
Ostrojen cekilmesi migreni tetikleyebilirken, progesteronun Gama-amino butirik asit

(GABA)erjik aktivitesinin agr1 ve agri algisint modiile etmesi de olasidir (98).

Diger bir varsayima gore; Ostrojen ve progesteronun g¢ekilmesinin ardindan
endometrium dokiiliir ve prostaglandinler serbestleserek dolasima geger; bu durum,
endometriumda vazokonstriiksiyona neden olur ve endometrial hiicreler zarar gordir.
Buna bagli olarak prostaglandin sentezi devam eder. Agsiri miktarda prostaglandinin
dolasima ge¢cmesi ile menoraji ve/ veya dismenore ile iliskili bas agris1 ve kusma

ortaya ¢ikar (99).

E., nosiseptif duysal agrida da onemli rol almaktadir. Duysal agriy1 tasiyan
AKG noronlari, E; reseptorii yanisira TRPV1 reseptorii de eksprese etmektedir. Bu
nedenle bu kanallarin inhibisyonu ve aktivasyonunun nosiseptif agridaki onemi
bircok aragtirmaya konu olmustur. Cesitli deneysel agri modellerinde OVX’in agr1
yanmitimi arttirdig@i (33, 100), azalttigi (101, 102) veya etkilemedigi (38) yoniinde

raporlar vardir.

AKG noron kilturinun uzun sire E;’ye maruz birakilmasindan sonra, bu
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ndronlarda major kimyasal/termal nosiseptif uyarana yanitin azaldig: goriilmiis ve bu
durumun TRPVI1 kanallarinin inhibe edilmis olmasindan kaynaklandigi rapor
edilmistir (30). Benzer sekilde ATP’nin tetikledigi kalsiyum ige akisinin da E;
tarafindan inhibe edildigi belirtilmistir (30). Selektif E, agonisti, TRPV1’in kimyasal
aktivasyonunu etkileyerek termal hiperaljezi, norojenik inflamasyon ve diger agrili
durumlart azaltmistir (30). AKG hiicrelerinde bulunan TRPV1 kanallari, E; ile inhibe
edilmektedir (30).

Sanoja ve Cervero farelerde OVX ile karin bdlgesinde viseral hiper
sensitivitenin ve duysal hiperaljezinin arttigin1 belirlemislerdir (33, 34). Bradshaw ve
Berkley OVX ile indiklenen vajinal hiperaljezinin E; tedavisi ile diizeldiginin
gostermislerdir  (103) Benzer sekilde, Ceccarelli ve ark. OVX’in formalinle
indiiklenen duysal agrinin E; ile azaldigim1 rapor etmislerdir (104). Bir diger
calismada E; takviyesinin OVX’in indiikledigi nosiseptif hipersensitiviteyi diizelttigi
belirlenmistir (94). Tum bu raporlar, plazma E; seviyelerinin azalmasiyla birlikte

agr1 duyarliliginin arttigini, E, tedavisinin ise durumu diizelttigini gostermektedir.

2.6. Patch Clamp

1947°de Kenneth Cole tarafindan baslatilan galismalar, Neher ve Sakman’in bu
caligmalart devam ettirmesi, neticesinde tek bir iyon kanalina ait akim kaydini almay1
basardilar ve bu yonterni “‘patch clamp” olarak isimlendirdiler. Bu ¢aligmalariyla
Neher ve Sakmann, 1991 yili Nobel 6dilind aldilar (105).

Hicre diizeyinde biyoelektriksel sinyallerin kayit edilmesi uygulama agisindan en
zor laboratuar yontemleri arasinda yer almaktadir. Hiicre veya hiicre kisimlarindan kayit
yapilmasi amaglandiginda bu yontemler gercekten ¢ok zorlu hale gelir. Bunun iki temel
nedeni vardir, birincisi hiicrelerin gozle goriilemeyecek kadar kiiglik olmalart nedenileyle
ortaya ¢ikan manipulasyon giigliigii ve biyo-elektriksel sinyallerin kiigiik ve zayif olmalaridir
(106). Tek kanal akimlari, standart bir elektronik devredeki akimdan 10 milyar kez daha
kiiciiktiir. Bu durumda sinyal ¢gogu zaman ortamdaki giiriiltii icinde kaybolur. Diizgiin kay1t
yapabilmek icin izole ortamlar ve iyi tasarlanmis kayit sistemlerine ihtiyag vardir.
Elektrofizyolojik deneylerde yaygin olarak iki parametre kayit edilir, membran

potansiyeli ve membran akumlari. Bu parametreler, sirasiyla secici gecirgen membranin
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iki yakasi arasindaki asimetrik iyon konsantrasyonu ve iyonlarm membran iizerinden hareket
etmesi Sonucu olusur. Hiicre membranmnimn i¢ kismi disa gore daha negatif potansiyele
sahiptir. Membran potansiyeli degisiklikleri hiicresel fonksiyonla iliskili oldugundan

membran potansiyelinin takibi cok nemlidir.

Hiicresel elektrik sinyallerini kayit etmenin en yaygmn sekli hicre igine
yerlestirilebilen mikro elektrod yontemlerini kullanmaktir. Bunun i¢in cam pipetler 1sitilip
cekilmek suretiyle uglar ¢ok kiiciik cam mikro pipetler tiretilir. Bunlar iyi iletken sivilarla
doldurulup uygun yardimc aletler ve kayit cihazlar1 kullanilarak hiicre igine yerlestirilir
ve bu sayede membran potansiyeli kayit edilebilir. Elektrofizyoloji deneylerinde
kullanilan mikroelektrodlarn direnci elektrodun boyutlart ve doldurma sivilarina bagl
olarak degisir. Kayit cihazlarnn olarak amfiler kullamlmaktadir. Giimiis telin klorla
kaplanmasiyla elde edilen Ag / AgCl elektrodlari en ¢ok kullanilan elektrodlardir.
Ancak uzun sureli kullanimlarda Cl ~ kayb1 nedeniyle AgCI elektrod bitip giimiis agiga
cikabilir. Bu durum giiriiltii (noise) olusumuna neden olur ve kayit alinmasimni engeller.
AgCI elektrod uretmek icin giimiis tel camasir suyu (hipoklorit) icinde 1 gece bekletilir.
Kisa siirede giimiis elektrolizle kaplanip siyah bir renk alir. Uretilen elektrodlar egip
biikkmeden kullanilir ve zaman zaman bu islem tekrarlanir (107).

Elektrofizyoloji deneylerinde temel amag¢ normal ve patolojik sartlarda kayit
edilen biyoelektriksel sinyalin yapisal ve iyonik mekanizmalarini agiga kavusturmaktir.
Akim clamp yontemini kullanarak bu amaca ulasmak bazi deneyler i¢in miimkiin olabilir.
Mesela, baz1 dogal uyar1 formlarinin etkisinin kontrollii olarak arastirilmasi, aksiyon
potansiyelinin kaydi ve temel 6zelliklerinin belirlenmesi, hiicrenin giris direncinin deneysel
Olgtimii gibi temel bazi deneyler akim clamp yontemiyle rahatlikla gerceklestirilebilir.
Ancak membranin dogrusal olmayan 6zellikleri diistintildiigiinde akim clamp yeterli
deneysel imkam saglamaz. Ormegin, bu ydntemle bir sinir hiicresini esik {istii bir uyarryla
uyardigimizda gozlenen aksiyon potansiyelini olusturan, voltaj bagimli kanallarin
davranisini incelemek miimkiin degildir. Ciinkii akim clampta voltaj, bagimli
degiskendir dolayisiyla serbest degisir. Ornegin biz -20 mV seviyesinde potasyum
kanallarinin davranisini incelemek istememize ragmen hiicre bu seviyede akim clamp ile
belki sadece anlik bir siire i¢in tutulabilir. Halbuki bu amaca ulagmak i¢in membran
potansiyelini istedigimiz gibi kontrol etmemize imkan verecek bir sisteme ihtiya¢ vardir.

Membran potansiyelini istedigimiz potansiyel seviyesinde tutmamiza imkan veren araca
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voltage clamp denir. Voltaj clamp uygulamasinda amaglanan hiicrenin istenen potansiyele
kenetlenmesidir. Zaman igerisinde gelistirilen bu yontem sayesinde hiicre zari
Uzerinde bulunan belirli bir bélgeden veya tek bir iyon kanalindan elektrik akim
kaydi alabilmek miimkiin hale gelmistir. Patch-clamp teknigi voltaj kenetleme
tekniginin gelistirilmis halidir.

Voltaj clamp yontemlerinin temel amaci hiicre membranmin tamaminin komut
voltaji seviyesine getirilerek olusan makroskopik membran akimlarini kayit etmektir.
Eger membranin biitiinii tam kontrol edilemezse bu durum hata kabul edilir. VVoltaj clamp
kayitlarindan ilgili kanal grubunun genel davranisini belirlemek miimkiindiir. Ancak, tek
bir kanala ait birim iletkenligi kayit etmeye imkan vermez. Bunun icin tek kanal
kayitlarii1 miimkiin kilan patch clamp teknigini kullanmak gerekir. Bu teoride kolay
g06zikse de pratikte ¢ok zorlu bir islemdir. Normalde hiicreden hiicreye degismek tizere
makro akimlar pA dizeyindedir. Bu kuguklikte bir akimi temiz kaydetmek gercekten ¢ok
zordur. Bir direng tizerinde dis yoriingelerdeki labil elektronlar termal etkilerle hareket

ederler. Bu hareketleri termal guralti denilen istenmeyen glraltiye neden olur.

Hiicreler kiigiildikge direngleri arttigindan kiciik bir membran pargasindan kayit
yapilabilirse bu kosulun saglanabilecegini hesaplayan Neher ve Sakmann cam bir pipetin
altma bir membran parcasii hapsedip pipet voltajin1 kontrol etmek yoluyla bu amaca
ulagsmay1 diisiindiiler. Bunun i¢in mekanik yontemler ve proteolitik enzimler kullanarak
hiicre membranimi temizleyip kiiciik uclu pipetleri membrana bastirarak GQ'luk bir kayit
diizeni olusturmaya calistilar. Ancak, elektrod u¢ halkasinin membrana degdigi yerde
olusan sant yolu nedeniyle en iyi durumda bile direng 10-20 MQ kadar oluyordu. Bu
sekilde yapilan kayitlarda sinyal giiriiltii iginde bazen zor da olsa goriilebiliyordu ama ¢ok

fazla deforme oldugundan ikna edici analiz ve yorumlar mimkin olmuyordu.

Sekil 1'de gosterildigi iizere pipet igine negatif basing uygulandiginda, membran
pipete dogru emilince cam duvar ile hiicre membrani arasinda sik1 bir kaynasma sonucu

ideal GQ direngli muhtrlenme (giga seal) olustugu goriilmektedir.
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Mikropipet Yiikselteg

Miihiirlenme —N—

Sekil 1. Giga seal (muhir) elde edilmesi

Bu kayit sisteminin temel amaci, elektrodun ucundaki membran parcasimi kiigiik
tutarak tek bir iyon kanali igeren bir membran alan1 bulmak ve pipet voltajint kontrol
ederek olusan akimlar kayit etmektir. Pipet ucunun agikligi genelde 1 um civarinda tutulur.
Bu durumda membraninn kendisinden gegen akimlar ¢ok az oldugundan kayit edilen akim
direkt tek iyon kanalindan gegen akima esit olur. Giga seal konfigurasyonu
olusturulduktan sonra elde edilen kayit pozisyonuna htcre Gzerinde (cell attached )
konfiglrasyonu denir. Bu pozisyon diger kayit pozisyonlarina gegis pozisyonunun
onculudir. Kayit yaparken giga seal ne kadar iyi olursa o kadar iyi sonuclar alinir. Eger
bu pozisyon yetersiz veya eksikse diger pozisyonlara gegmeye caligmanin, hatta deneye
devam etmenin anlamida yoktur. Ancak, bu islem bazen ¢ok zor elde edilir. Solusyonlari

filtrelemek, her deneme igin yeni pipet kullanmak bu islemi kolaylastirabilir.

Kayit elektrodu banyo sivisina daldirildiktan sonra ¢ok hizli hareket etmek
gereklidir. Kisa siirede ucu kirlenip bozulabilir. Bunu 6nlemek icin pipet icine hafif bir
basing uygulanir. Bdylece banyo sivisi pipeti kontamine edemez. Pipet slrekli olarak
1-5 Hz, 1-2 mV Kare voltaj pulsu ile voltaj kenetlenirken akim cevabi monitorize edilir.
Eger pipet direnci 1 MQ ise bu durumda 1 nA akim kayit edilecektir. Pipet hiicreye
yanastirildiginda pozitif basing kesilir ve pipet direnci %50 artincaya kadar pipet hiicreye
bastirilir. Bu asamada pipete nazikg¢e negatif basing uygulanir. Bu islem icin enjektor
kullanilir. Hizla pipet direncinin arttifi akim cevabindaki azalmadan anlagilacaktir.

Eger giga seal olusursa akim cevabi bin kez azalip 1 pA diizeyine diiseceginden
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neredeyse tamamen ortadan kalkacaktir. Bu asamadan sonra eger bir potansiyel
uygulanmayacak ise pipet 0 mV seviyesine ayarlanip membran pargasi hiicre istirahat

halindeyken bulundugu potansiyel seviyesinde tutulur.

Patch clamp uygulamasinda ise Sekil 2'de gosterildigi tizere, ¢ok farkh kayit
konfigurasyonlart oldugundan, akimin isareti ve anlami ayr1 ayr diisiiniilmek zorundadir.
Goriildiigii gibi kayit konfigurasyonlarinin gesitliligi durumu daha da karmagsik hale
getirmektedir. Pipetin potansiyelini arttiran yondeki potansiyel degisiklikleri pozitif
potansiyel olarak adlandirilir. Ancak, bunun depolarize veya hiperpolarize edici olup
olmadig1 kullanilan yonteme baghdir. Eger, akim patch clamp amfisinden elektrod boyunca
akip membrandan gegiyorsa bu pozitif akimdir. Bu yaklagimla cell attached
uygulamasinda (pipetin igine) pozitif potansiyel uygulamasi, membran pargasini

hiperpolarize edip negatif ice akim olusturacaktir.

-9 9

Hiicre Membran
Emme

Cell Attached (Hicre zerinde) t\i’:.-,.{:_f_”;IT Gigaseal
E\ ‘. M ,&’\
// 0w 9

“._ _ Il
\ W/ A
R > II"\ s
Whole Cell (Tam Hicre) Outside Out (D Diganda) Inside Out {igi Diganda)

Sekil 2. Patch clamp tekniginde kullanilan konfiglirasyonlarin gosterimi.(108)’den degistirilerek.
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Sekil 2'de bilenen patch clamp kayit konfigurasyonlart 6zetlenmistir. Goriildiga
Uzere giga seal konfigurasyonu diger konfigurasyonlara gegisin Onciiliidiir. Hicre
uzerinde (Cell-attached) yontemi tam bir patch clamp teknigidir ve en temel
uygulamasidir. Mikropipet yardimiyla hiicre zarina temas edilir ve negatif basing
uygulanarak bu giga seal konfigirasyonu elde edilir. Mikropipet icerisine
ekstraseliiler tampon c¢ozeltisi doldurulmalidir. Bu konfigiirasyonda ekstraseliiler
olarak uygulanan hormon veya kimyasal maddelerin mikropipet ile yakalanan hicre
zar1 parcasinda bulunan iyon kanal akimlar1 iizerine etkisinin 6l¢iilmesi miimkiindjir.
Kayit esnasinda pipet halen hiicre ile temas ettiginden hiicre i¢i organellerin kanal

Uzerine olan etkileri devam etmektedir. (109-111)

Eger cell attached konfigiirasyondayken kayit pipetini ¢ekersek pipetin ucunda
hiicre zarina ait fakat zardan bagimsiz bir yama kalir. Genelde bu parca tekrar organize
olup pipetin ucunda kiglk bir vezikiil olusturur. Bunu 6nlemek igin ya ortamdaki
kalsiyum miktart diisiiriiliir ya da pipet yukari ¢ekilip havada tutulduktan sonra tekrar
banyo sivisina daldirilir. Bu manevralarla vezikiil agilip membranin i¢ yiizli dig ortama
gelecek sekilde “‘i¢i disarida (inside out)" kayit diizeni elde edilir. Hiicre zarmim hticreler
aras1 bosluga bakan yiizli, mikropipetin igerisinde bulunan siviya temas ederken
intraseliiler ortama bakan ylizii, banyo ortamina temas etmektedir. Bu nedenle, hiicre
uzerinde konfigirasyonunda oldugu gibi, mikropipet igerisine ekstraseliiler tampon
coOzeltisi doldurulmalidir. Kalsiyum ve cAMP gibi intraseliiler ikincil habercilerin,
izole edilmis zar par¢asinda bulunan kanallar {izerine etkilerinin arastirilmasi igin
kullanilan bir yontemdir. Hiicre i¢i organeller olmaksizin iyon kanallarinin gesitli
kimyasallara kars1 verdigi cevaplarin anlasilmasi i¢in kullanilan 6nemli bir aragtirma

metodudur (112).

Giga seal konfigurasyonundayken, hiicreye ani vakum uygulanarak membran
kirilir, hiicre i¢ine pipet tUzerinden elektriksel erigsim saglanir ve Tum Hiucre (Whole-cell)
konfigurasyonu elde edilir. Mikropipet igerisine, intraseluler tampon c¢ozeltisi
doldurulmalidir. Bu konfigiirasyon ile hiicre dis1 hormonlarin plazma zar1 lizerinde
bulunan tiim kanal akimlari iizerine olan etkilerinin incelenmesi miimkiindiir (113).
Yani alinan kayit, bir hiicrenin tiim kanallartyla verdigi cevabin bir gostergesidir.
Pipet hiicreden tamamen ayrilmadig1 i¢in kayit esnasinda hiicre i¢i organel ile kanal

etkilesimi devam etmektedir. Ozellikle, cap1 5-20 pum arasinda olan kiigiik capli
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hiicrelerden kayit almak i¢in kullanilan en uygun patch clamp konfigiirasyonudur
(114, 115).

TUm hiicre kayit konfiglirasyonundayken kayit pipeti yavasga geri cekilirse
membrandan elektrod halkasmna yapisip kopan pargalar tekrar birleseceginden "dist
disarda (outside out)" dedigimiz durumu elde ederiz. Pipetin ucunda, hiicre zarina ait
fakat zardan bagimsiz bir yama kalir. Huicre ici organellerden bagimsiz bir aragtirma
olanag1 saglamaktadir (110). Boylece hiicre zarinin hiicreler arasi bosluga bakan
yuzi, banyo ortamina temas ederken, intraseliiler ortama bakan yiizii, mikropipetin
icerisinde  bulunan siviyla temas etmektedir. Bu nedenle tiim hiicre
konfigiirasyonunda oldugu gibi mikropipet icerisine, intraseliler tampon ¢ozeltisi
doldurulmalidir. Hormonlarin ve bazi1 kimyasal maddelerin izole edilmis zar parcasi
igerisinde bulunan iyon kanal akimlari lizerine etkisinin arastirilmasi i¢in kullanilan

bir yontemdir (112, 116).

Pipet ucunda hiicreden bir membran pargasini izole etme yontemleri (I¢i disarida-
dist disarida) ile suni ortamlarda iyon kanalinin davramisim takip etme imkani vardir.
Buna karsin ““cell attached ve whole cell’” tekniklerine hiicreye herhangi bir midahale
olmadigindan dogal ortama en yakin sartlarda iyon kanali aktivitesini kayit etmek
miimkiin olur. Bundan dolayidirki en sik kullanilan konfigiirasyon ‘“cell attached ve whole
cell’” kayzitlaridir.

Whole cell yéntemi patch clamp yontemleri arasinda en yaygin olandir. Yontem tek
elektrodla kuctk hucreler tzerinde voltaj kontrolu saglayip hiicre fizyolojisini kiiltiir,
beyin dilimi veya hayvanda in situ takip etmemize imkan sagladigindan ¢ok yaygin
kullanima sahiptir. Hiicre i¢ine yerlestirilen pipet ucu sayesinde giga seal’den whole cell
konfligiirasyonuna gecildiginde saniyeler icinde pipet solusyonunu hiicre i¢i sivisina
karisip onu diyaliz eder. Bu yontemle membrandan gegemeyen kimyasallarm kolaylikla
hiicre igine uygulanmasi imkani saglanmis olur. YOnteminin temel prensibi; ¢ap1 yaklasik
olarak 1 pm ¢apinda olan bir mikropipet ucu ile hiicre zar1 arasinda miihiir olarak tabir
edilen siki bir yapigsma saglanmasinin ardindan pipet ucu igerisinde kalan hiicre zar
par¢asinda bulunmasi muhtemel olan iyon kanal akimlarmin Olgiilmesine

dayanmaktadir.
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Resim 1. Pipet ucu hiicre temasi gosterimleri

Resim 1’de goriildiigii gibi pipet ucu, iginde banyo sivist bulunan ¢ember

igine daldirildig1 anda 2-8 MQ luk bir direng olusur ve Resim 2A’daki kare dalga

ekran goruntusu elde edilir. Ekranda gordiigiimiiz kare dalga goriintiisii, akim ve

diren¢ degerleri bizim i¢in takibi dnemli parametrelerdir.

2-8 MQ
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Resim 2A. Mikropipetin hiicrelerin oldugu soliisyona girdigi anda, ekran gériintiisii

Resim 2B’de eckran goriintiisiinde gosterildigi gibi pipete negatif basing

uygulandiginda, pipet ucu ile hiicre zar1 pargasi arasinda siki bir kaynagsma sonucu

miihiirlenme (seal) olusumuna neden olur ve ilk etepta yaklasik 50-80 MQ’luk bir

diren¢ meydana gelmektedir. Sonrasinda GQ olugmasi beklenir.
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Resim 2B. Mikropipetin hiicreye temasi aninda ekran goriintiisii

Resim 2C’de ekran goriintiisiinde gosterildigi gibi pipete uygulanan negatif
basing sayesinde bu diren¢ 1-10 GQ’a ulagsmaktadir. Olusan bu siki yama ‘giga seal’

olarak adlandirilmaktadir.
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Resim 2C. Hiicre ve mikropipet arasinda olusan miihiirii (giga seal) gosteren ekran gorintisu

Giga seal konfigurasyonu olusturulduktan sonra elde edilen kayit
pozisyonuna on cell konfigurasyonu denir. Bu pozisyon diger kayit pozisyonlarina
gecis pozisyonunun Onciiliidiir. Kayit yaparken giga seal ne kadar iyi olursa o kadar iyi
sonuglar almir. Eger bu pozisyon yetersiz veya eksikse diger pozisyonlara gecmeye
calismanin, deneye devam etmenin anlami da yoktur. Hiicre icine girer girmez pipet

potansiyeli ile hiicre i¢i esitleneceginden girmeden Once pipet potansiyelini istirahat
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membran potansiyeli seviyesine ayarlamak uygun olacaktir. Pipet voltaji (-60 mV)
ayarlanir, kayda baglanir ve akim kaydi takip edilir. Alinan akim kayitlar1 pipet
igerisinde bulunan elektrot tarafindan algilanip amfiye aktarilir, amfide bu akim
degerlerini bilgisayara sayisal veri olarak aktarir. Ekranda akim degerlerini sayisal
veri olarak, ayn1 zamanda diiz bir ¢izgi seklinde goriiriiz. 10 — 20 sn kayit aldiktan
sonra, Whole cell kayit diizenine gegmek igin pipet icinde muhirlenen membran pargasim
yirtmak gerekir (Resim 2D). Bu sekilde pipet ici ile hiicre i¢i elektriksel biitiinliige
ulagacaktir. En sik kullanilan yontem ikinci bir negatif basing ile bu membran pargasimi
mekanik olarak yirtmaktir. Yitilma sirada ekranda akim degerinde ani bir diisiis gozlenir.
Yirtilma gerceklestikten sonra bir siire hiicrenin iyon dengesinin kurulmasi beklenir.
Sonrasinda ¢aligilan kanalin agonisti/antagonisti olan bir madde ile uygulaninca Resim 2D

de gosterildigi gibi kanalin voltajin1 sabit tutup akima gore kanalin agilip/kapandigini

gozlemleriz.
D yurtilma
A
A 0.0+
0,1 =
0.2 4
0,3 -1
‘:d:: 0.4 kanalin
Yo, Lasity agilmas
0.5+
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Resim 2D. Hiicrede iyon kanallarin agilip kapanmasini gosteren ekran goriintiisii
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2.6.1. Patch Clamp Setini Olusturan Temel Malzemeler

Yukselte¢ (Amplifikator);

Iyi kayit yapabilmek icin izole ortamlar ve iyi tasarlanmus kayit sistemlerine ihtiyag
vardir. Kayit cihazlar olarak amfiler kullanilmaktadir. Potansiyel kaydi yaparken en etkin
kayit diizenini saglamak iizere miimkiin oldugunca diisiik direngli elektrodlar ve giris
direnci yiiksek amfiler kullanilmahdir. Alinan biyopotansiyel kayitlar yiikseltilerek
ekranda sayisal veriler haline gézlemlenir. Amfiler patch clamp tekli kanal ve tek
hiicre caligmalarinda piko amper diizeyindeki akimlar1 ve milivolt diizeyindeki
potansiyelleri, cevreden gelen ve noise olarak adlandirilan parazitlerden arindirarak

sadece net kazang elde edilen sistemlerdir.

Inverted Mikroskop (Floresans);

Bu tip mikroskoplarda; normal 1sitk mikroskobunun aksine objektifler
mikroskop tablasinin altina yerlestirilmis durumdadir. Bu durum hem hiicrelerin
goriintiilenmesi hem de pipetin hareket kabiliyeti ve alaninin artirilmasi adina ¢ok
onemli avantajlar saglamaktadir. Uzerinde bulunan floresans ekleme ile floresan 151k
yayan hicrelerin gorintilenmesi mumkindir (116). Ayrica deneyler esnasinda
hiicrelerin uygun ortam sivilarinda barindirildigr ve istenilen kimyasallarla muamele

edildigi cember’de mikroskop sistemine dahil edilebilir bir aparattir.

Mikromanipulator;

Patch clamp deneyleri esnasinda inverted mikroskop ile hicreler gorildukten
sonra mikroskobun makro ve mikro vidalari ile bir daha oynanmamalidir.
Mikropipetin ucunu hiicre zarina temas ettirebilmek icin ii¢ boyutlu olarak (6ne-
arkaya, saga-sola ve yukari-asagi) hareket ettirilmesini saglayan mikromanipiilatorler
kullanilmaktadir (112, 116). Kontrol paneli, kumanda, pipet ucunun bagli oldugu

headstage’den olusan bir sistemdir.

23



Perflizyon sistemi;

Patch clamp deneyleri esnasinda hiicrelerin yerlestirildigi ve ¢ember
(chamber) ad1 verilen kisimda ortama sivi alis-verisini saglayan sistemdir. Deneyler
esnasinda kullanilacak c¢ozeltilerin bulundugu hazneler ¢ember hizasindan daha
yiikksek bir seviyeye konuslandirilmistir. Bu hazneler ince hortumlar vasitasiyla
cembere baglanmis durumdadir. Haznelerin ¢ember seviyesinden daha yiiksekte
olmast nedeniyle yer c¢ekimi etkisiyle cembere dogru dogal bir sivi akisi
saglanmaktadir. Sivinin akis hizi, haznelerin hortumlara baglandig1 noktalara
yerlestirilen musluklar sayesinde kolayca kontrol edilebilmektedir. Cembere
gonderilen sivi, yiiksek basing nedeniyle hiicrelere ve tasma nedeniyle objektiflere
zarar verebilir. Bu nedenle gonderilen sivinin diger taraftan aymi hizla tahliye
edilmesi gerekmektedir. Bu islemi sivinin iki yonlii hareket etmesini saglayan
peristaltik pompa ile gerceklestirmek miimkiindiir. Baz1 sistemlerde; sivinin ¢gembere
gonderilmesinde ve tahliye edilmesinde sadece peristaltik  pompalar
kullanilabilmektedir (112, 116).

Faraday Kafesi;

Iletken malzemeleri olusturan atomlarin en dis yoriingelerindeki degerlik
(valans) elektronlari, atomlarindan kolayca ayrilarak hareket etme yetenegine
sahiptirler. Dolayisiyla; kapali bir yiizeye sahip olan iletken bir cisim, elektrik alani
igerisine yerlestirildiginde bu elektronlar, iletkenin igerisindeki elektrik alam
sifirlanincaya kadar hareket eder ve bir ‘yeniden dagilim’a ugramaktadirlar. Elektrik
alanin sifirlanmasiyla birlikte, hareket etmelerinin gerekcesi ortadan kalkmis olur.
Faraday kafesi bu ilkeye gore ¢alisir ve igindeki nesneleri dis elektrik alanlara karsi
korur (117). Iletken teller ile ag bigiminde kaplanmis ve topraklanmis tel kafesle bu
koruma gerceklestirilebilir. Ag gozii siklig1 ve topraklama kalitesi korumay1 arttirir.
Faraday kafesi sayesinde disaridaki elektrik alan kafesin i¢ine etki edemez. Boylece
Patch clamp deneyleri esnasinda saglikli kayitlar alinmasi saglanir. Kafesin islerligi

i¢in iletkenlerin iyi topraklanmis olmasi gerekmektedir (112).
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Titresim Onleyici Masa;

Patch clamp deneyleri hiicre ile pipetin temas etmesine dayanan, c¢aligsma
esnasinda yiiksek hassasiyet gerektiren bir yontemdir. Calisma esnasinda hiicre ve
pipeti gormemizi saglayan mikroskop ve pipetin hareketini saglayan
mikromanipllator sistemi sarsinti  Onleyici masa iizerine sabitlenmis halde
bulunmaktadir. Calisma esnasinda olusabilecek en kiigiik sarsint1 bile hiicre ile pipet
arasinda kurulan temasin kopmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle darbe emici
Ozel sistemlerle donatilmis, sarsintt Onleyici bir masanin kullanilmasi bu sistemin

olmazsa olmazlarindandir (118).

Bilgisayar Yazulimu;

Patch master ve Fit master sisteme uygun olan yazilim programidir. Amfi ile
alinan biyopotansiyel kayitlar anlayabilecegimiz sayisal veriler halinde, yardimci

programlar ile bilgisayara aktarilir.

Borosilikat pipetler;

Cam mikropipetlerin ¢aligmanin ana konusuna gore degisik tipleri

bulunmaktadir. Genellikle borasilikatli cam pipetler kullanmaktadir.
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Manipiilator
Kontrol Sistemi

Resim 3. Patch-clamp seti genel gérinimi
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Pipet Yapicisi (Puller)

Patch clamp setinde kullanilan mikro pipetler, iiretici firma tarafindan ici bos
silindir tiip seklinde gelmektedir. Bu tiipleri sivrilterek hiicre zarina temas edebilecek
duruma getiren alet ise pipet yapicisi (puller) cihazidir. Pipet yapicisinin iginde
bulunan pipet oluklarina, pipet yerlestirilip, aygitin ortasinda bulunan, 1sil islem
uygulamasina yarayan i¢i bos kare seklinde olan tungsten rezistansin iginden
gecirilecek sekilde ileriye dogru siiriilerek, oluk kollarinda bulunan kiskaglar sikilip,
sabitlenir. Daha sonra, dnceden ramp testi yapilan cihazin 1s1 ayarlar1 kullanilarak
pipet yapimi islemi baglatilir. Pipet yapimi esnasinda, pipetin ortasi 1sitilirken, ayni
anda oluklarda sikigtirilmis pipetin her iki tarafina, ayn1 dogrultuda fakat zit yonlerde
de cekme kuvveti uygulanir ve pipet 1s1, kuvvet etkisiyle yavas yavas ortasindan
incelmeye baslayip, hiicreye temas edebilecek 6Glgiilerde sivrilir. Cihazda bulunan
hava sogutma sistemi yardimiyla pipet ici boslugu, pipetin en sivri yerinde bile

kapanmaz, bosluk olarak kalir. Bu da hiicreden kayit alabilmek i¢in gereklidir (119).

" SUTTER INSTRUMENT CO.

Resim 4. Mikro pipet yapicist genel goriiniimii

27



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

Borosilikat tupler: Sutter Instruments (ABD)

CO; inkilbator: (Heal Force, Smart Cell (Japonya)

Calkalamali su banyosu: Termal Laboratuvar Aletleri (Turkiye)
Calkalama cihazi: Biosan (Tiirkiye)

Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

Faraday kafesi: SDU metal atolyesi (Turkiye)

Falkon tupleri: ISOLAB, 15 ml ve 50 ml hacimlerde (Almanya)
Floresan spektrofotometre: Cary Eclipse, Varian, (Avustralya)
Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Isvicre)

Hiicre sayim cihazi: Casy TT, Roche, (Almanya)

Inverted floresan mikroskop: Zeiss, Axiovert 40 CFL (Almanya)
Is1 kontrollii gember ve tablasi: Luigs and Neumann (Almanya)
Manyetik karistirict: Niive (Tiirkiye)

Mikromanuplator: Luigs and Neumann (Almanya)

Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Select BioProducts (ABD)
Peristaltik pompa: Ismatec (Isvicre)

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

Pipet yapici (Puller): Sutter Instruments (ABD)

Plate reader: Infinite 200 Pro, Tecan (Avusturya)
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Sarsint1 dnleyici sehpa: SDU metal atdlyesi (Tiirkiye)
Sogutmali santrifiij: Kubota (Japonya)

Sarjli pipet: Hirschmann (Almanya)

Sarjli pipet uclar1: LP Italiana 5 ml, 10 ml hacimlerde (Italya)
Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

Vorteks: Nive NM 100 (Turkiye)

Yikselte¢: HEKA, EPC-10 (Almanya)
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3.1.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma Aldrich (ABD)

17 B — Estradiol, Cayman (ABD)

Bakir Siilfat (CuSO4* 5H,0), Merck (Almanya)

Calcium Chloride, Merck (Almanya)

Capsaicin, Sigma (Almanya)

Capsazepine, SantaCruz (ABD)

Cesium hydroxide monohydrate, Sigma (Almanya)

DMSO ( Dimethyl sulphoxide), Hybri-Max, Sigma (Almanya)
Dihydrorhodamine 123 (DHR 123), Molecular Probes (ABD)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma (Almanya)
Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (10X), Biochrom KG (Almanya)
EDTA, Merck (Almanya)

EGTA, Merck (Almanya)

Fetal Bovine Serum, Merck (Almanya)

Fura-2 AM, Invitrogen (ABD)

HAM’S F12 Medium (1X), Biochrom KG (Almanya)
HEPES, Sigma (Almanya)

Hidrojen Peroksit (H,O;), Sigma (Almanya)

Ketamin, Bremer Pharma (Almanya)

JC-1 Dye, Santa Cruz Biotechnology (ABD)

L-glutamic Acid, Merck (Almanya)

N-Methyl D-Glucamine (NMDG), Sigma (Almanya)

Penisilin G, Pfizer (Almanya)
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Penisilin-Streptomisin, Lonza (Belgika)

Phosphate Buffered Saline (10X, PBS), Biochrom (Almanya)
Sodium Chloride, Merck (Almanya)

Sodyum hidroksit (NaOH), Riedel-de Haen (Almanya)

Trypsin-EDTA Solusyonu (% 0,25), Sigma (Almanya)
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3.2. YOntem

34 adet, 10-12 haftalik ve ortalama 170 + 10 gr agirliginda, Wister Albino irki
disi sican kullanild1 ve 6 hayvan 1 kafese konuldu. Oda sicakligi 20 °C, nem orani
%50 ve 12 saat karanlik 12 saat aydinlik olacak sekilde ayarlandi, Siganlara
istedikleri kadar su ve yem verildi.

3.2.1. Olusturulan Gruplar;

Kontrol grubu (n=10): Bu gruptaki siganlara deney siresince 0,2

ml/sigan/giin Dimethyl sulphoxide (DMSO) deri altina 14 giin siire ile uygulandi.

OVX grubu (n=12): Bu gruptaki siganlar ovariektomize edildi (8)ve 14 giin
beklendikten sonra 0,2 ml/si¢an/giin placebo (DMSQO) deri altina (subcutan) 14 giin

stire ile uygulandi.

OVX + Estradiol grubu (n=12): Bu gruptaki siganlar ovariektomize edildi
ve 14 gin beklenip 80 ug/kg/giin estradiol, 0,2 ml/si¢an/giin DMSO iginde ¢6ziinmiis
olarak deri altina 14 giin siire ile uygulandi (120, 121).

3.2.2. Ovariektomi Islemi;

OVX vyapilacak sicanlara genel anestezi (80 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg
ksilazin) uygulandi. Anesteziyi takiben siganlarin abdomen bélgesi tiras edilerek
insizyonla batina girildi. Fallop tlpleri ve ovaryumlar ipek iplik ile bilateral olarak
tipler baglanarak ovaryumlar ¢ikarildi. Ensizyon bolgesi kapatildiktan sonra
operasyon sonrasi bes giin boyunca siganlara 60 000 IU Penisilin G (Pfizer) kas ici
uyguland.
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Resim 5. Deney asamasinda siganlara uygulanan ovariektomi iglemi asamalari
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Resim 6. Sicanlardan elde edilen arka kok gangliyon hiicrelerinin izolasyon iglemi agamalari. Sirt

omurlarindan kas dokusu ayrilmasi (A), sirt omurlarinin medial olarak esit iki pargaya ayrilmasi
(B,0), her iki vertebra arasinda bulunan hiicre yumaklar: (arka kok gangliyonlari) uglari ince uglu

pensler vasitasiyla yerlerinden alinmasi (D).

3.2.3. Sican Arka Kok Gangliyon (AKG) Hiicreleri izolasyonu

AKG sinir hucreleri siganlarin inhalasyon anestezisi isleminden sonra
dekapitasyon islemini takiben hi¢ vakit kaybedilmeden sirt omurlari bir bitin
halinde ¢ikarildi (12, 67). Sirt omurlarindan kas dokusu ayrildi (Resim 6A) ve
ventral olarak 6zel olarak silikon maddesi ile kaplanmis yerine hareket etmeyecek
sekilde yerlestirildi. Hiicrelerin canliligin1 kaybetmemesi i¢in bir miktar DMEM
medyumu (%89 Dulbecco's Modified Eagle Medium, %10 FBS, %1 Penisilin-
Streptomisin antibiyotik kombinasyonu) konuldu. Bu islemden sonra omurlar medial
hatlarinin tizerinden olacak sekilde esit iki pargaya ayrildi (Resim 6B, 6C). Spinal

kort ve Uzerindeki zar stereo mikroskop altinda 6zenle yerlestigi alandan dis kisma

34



alindi, bu sirada spinal kort ile sinir gruplarimin baglantis1 koparilmamaya 6zen
gosterildi. Her iki vertebra arasina 6zenle yerlestirilmis olan hiicre yumaklari uglari
ince uclu pensler vasitasiyla yerlerinden alind1 (Resim 6D) ve icerisinde antibiyotikli
medyum bulunan steril petri kaplarina konuldu. Tiim hiicre yumaklar1 alindiktan
sonra hem AKG hiicreler icerisinde antibiyotikli medyum bulunan petri kutusu stereo
mikroskop altina alinarak hiicre yumaklarinin gangliyon uzantilarindan ayrildi ve bir
saat siresince inkibatorde (37 °C ve %5 CO;) kollejenazli (Tip IV) soliisyon (%
0,25) icerisinde bekletildi. Bir saat sonrasinda mekanik par¢alama islemine gegildi ve
strast ile ilk 6nce 1 ml hacimli (farkli genisliklerdeki uglarla) pipet uclari ile daha
sonra 200 mikrolitre hacimli pipet uglar1 ile ve en sonunda da steril insiilin
ignelerinden gecirilerek mekanik pargalanma islemi tamamlandi. Bu islemler
tamamlandiktan sonra hiicreler medyumlarindan ayrilmak {izere santrifuj islemine
tabi tutuldu. Bu islemlerin ardindan gerekli inkiibasyonlar yapildiktan sonra hiicreler

elektrofizyolojik kayitlar alinmak iizere patch ¢cemberine konuldu.

3.2.4. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Patch Clamp deneylerinde kullandigimiz tampon ¢o6zeltiler, asagidaki
tablolarda belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Coziicii olarak tiim ¢ozeltilerde ultra
distile su kullanilmis olup, ¢o6zeltilerin osmaolaritesi 310 mosmol/l olacak sekilde

ayarlanmistir (Tablo 1, 2, 3) (43).
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Tablo 1. Normal ekstraseliiler tampon ¢6zelti hazirlama protokolii

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mM)
NaCl 140
MgCl,.6H,0, 1
CaCl,.2H,0, 1

KCI 5

Hepes 10
D-Glukoz.H,0, 10

pH KOH ile 7,4 e ayarland.

Tablo 2. NMDG’li ekstraseliiler tampon ¢ozelti hazirlama protokoli

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mM)
NMDG 150
MgCl,.6H,0; 1
CaCl,.2H,0, 1

Hepes 10
D-Glukoz.H,0; 10

pH HCl ile 7,4 e ayarlandi.

Tablo 3. Hiicre i¢i tampon ¢6zelti hazirlama protokolii

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mM)
L-Glutamik Asit 145

NaCl 8
MgCl,.6H,0, 2
CaCl,.2H,0, 10-3

Hepes 8

EGTA 10

pH sezyum hidroksit (CsOH) ile 7,2 ye ayarlandi.
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3.2.5. Patch Clamp Deneyleri

Tim hiicrelerden EPC 10 USB (HEKA, Lamprecht, Almanya) yukseltecinin
bagl oldugu patch master USB yazilimina sahip bir bilgisayar yardimiyla patch
clamp tekniginin tiim-hiicre konfigiirasyonu kullanilarak kayitlar elde edildi. Tiim
kayitlar oda sicakliginda (23-26°C) alindi. Kayit esnasinda hiicrelere temas etmek
igin; dis ¢ap1 1,5 mm, i¢ ¢apt 0,86 mm ve uzunlugu 10 cm olan borosilikattan
yapilmis tiipler kullanildi (Sutter Instrument, Novato, ABD). Istenen cap ve
direncteki (2-8 MQ) uca sahip mikropipetler elde etmek igin pipet yapici (puller)
kullanildi (Sutter Instrument, Novato, ABD).

Tiim gruplar igin alinan kayitlarda, mikropipetin igerisine normal intraseluler
tampon ¢ozeltisi dolduruldu. Pipet icerisinde hava boslugu kalmamasi i¢in; parmak
ile duvarlarina ¢ok hafif¢e vuruldu. Mikropipet, kayit elektrotunun iizerine kilif gibi
giydirilerek sikistirlldi.  Kiiltiir kabi igerisinde bulunan AKG hicreleri patch
¢emberine alindi. Hiicrelerin iizerine 1 mL normal ekstraseliiler tampon ¢ozeltisi
eklendi. Inverted mikroskop (Zeiss, Axiovert 40 CFL, Germany) ile hiicreler tespit
edildi. Mikromanipiilator yardimiyla pipet kayit ortamina daldirilarak veriler patch
master (HEKA, Lamprecht, Almanya) yazilimi sayesinde bilgisayar ekranindan
izlendi. Pipetin direnci kaydedildi. Hiicre zarina temas edene kadar mikropipet
ilerletildi. Hiicre zar ile temasin saglandigi hem mikroskop altinda gozle gorilerek
hem de bilgisayar ekranindaki anlik direng degisiminden kontrol edilerek
kesinlestirildi (Resim 8A-8B). Perflizyon sistemi ile pipete hafif bir emme
uygulanarak pipet ile hiicre zar1 arasinda ‘gigaseal’ (1 GQ) diye tabir edilen siki
miihiir olusumu sagland1 (Resim 8C). Hiicre zar1 potansiyeli -60 mV’a kenetlendi.
Ve sonrasinda pipete bagli bulunan vakum hortumu yardimiyla daha fazla vakum
yapilarak, pipet igine sikismis hiicre zar1 pargasinin koparilmasi saglandi. Boylece
hlcre tum hucre (whole cell) konfigiirasyonu pozisyonuna gec¢ilmis oldu. Hucrenin i¢
ve dis ortamlarinda, farkli konsantrasyonlarda bulunan iyonlarin, iyon kanallari
araciligiyla gegisi esnasindaki akim degisimlerini 6lgmek i¢in kullanilan ve patch
clamp teknigi sisteminin bilgisayarinda bulunan patch master programi ile akim
degisimleri olgiildii. Peristaltik pompa (Ismatec, Isvigre) ile cemberdeki sivi bir
yandan tahliye edilirken ayni hizda diger taraftan da perfiizyon sistemi ile 10 pM

CAP c¢emberde bulunan hiicreler Gzerine uygulandi. Bu sekilde hiicreler uyarilarak
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TRPV1 kanallarinin aktivasyonu saglanmaya calisildi. Kanallarin agilmasi sonrasi
kanal aktivitesi belirli bir platoya ulasincaya kadar beklendi. Beklenen plato
olustugunda; kanallar1 inaktive ettigine dair bildirimler olan 100 pM
konsantrasyonundaki CPZ patch cemberinde bulunan hiicreler iizerine uygulandi
(119, 122). Son olarak hiicrelerimizin canhiligindan emin olmak igin NMDG"li
ekstraselller tampon cozelti cembere uygulanarak kayda devam edildi. Canlilig
devam eden hiicrelere tekrar sirastyla CAP, CPZ ve NMDG" uygulamalar yapilarak
kayit sonlandirildi. Akim voltaj iliskisi 400 milisaniyeden fazla siirede -90 mV’tan
+60 mV’ta kadar uygulanan voltaj rampalarindan elde edildi. Analiz igin bir AKG
hiicresindeki maksimum akim genligi o hiicreye ait kapasitansi ile oranlanarak

bulundu. Deney sonuclar1 orijinal kayitlarin ¢izgi grafikleri akim kaydi olarak

verilirken ve degerler akim yogunlugu (pA/pF) grafigi seklinde sunuldu.

Resim 7. Arka kok gangliyon hiicrelerinin mikroskobik gortinumd.
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Resim 8C. Arka kok gangliyon hiicresiyle mikropipet arasinda olusan giga seal (muhr)

3.2.6. Kalsiyum Sinyali Analizleri

Elde edilen AKG hiicreleri, santriflij edilerek siipernatantlar atildi. 37 °C’de
45 dk calkalamali su banyosunda 4uM Fura-2 pentakis (acetoxymethyl) ester (Fura-2
AM, LifeTechnologies, ABD) floresan boyasi ile taze medyum igerisinde boyandi.
Boyama isleminden sonra 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifuj edildi. Stipernatantlar
atilarak Ca*? tamponuna [Na*-HEPES [(mM cinsinden); NaCl, 140; KClI, 4,7; CaCl,,
1,2; MgCly, 1,1; Glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7,4)] alinan hiicreler manyetik olarak
karigtirilan (homojen halde hiicrelerin kalmasini saglayan), seffaf kiivetlere hiicre
yogunlugu yaklasik 2x10%/ml olacak sekilde floresan spektroflorometredeki (Varian
Cary Eclipse, Sydney, Avustralya) kiivet haznesine yerlestirildi. Fura-2 AM igin
eksitasyon dalga boylar1 340 nm ve 380 nm, emisyon dalga boyu 505 nm’de floresan
151k ile uyarilarak yaklasik 10 dakika boyunca kayit alindi. Stimiilasyon i¢cin CAP
(0.1 mM), antagonist olarak CPZ (0.004 mM) kullanildi ve TRPV1 bagimli hiicre i¢i
serbest Ca*? iyon diizeyi degisimleri bilgisayar ekraninda 340 nm / 380 nm dalga
boylarindaki uyarimlari kaydedildi. Elde edilen bulgular Grynkiewicz ve

arkadaglariin tanimladigi metoda gore hesaplandi (123).
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3.2.7. Hiicre ici ROT Uretimi Tayini

Rhodamine 123(Rh 123) hiicre igerisinde stabil yesil renkte 1s1ma yapan ve
sitotoksik olmayan bir mitokondri zar floresan boyasidir. Dihydrorhodamine 123
(DHR-123, Sigma-Aldrich, ABD) hiicre igine alindiktan sonra oksidatif ajanlarla
oksitlendikten sonra Rh 123’e doniisiir ve hiicre igi ROT’un arastirilmasinda
kullanilan floresan gostergelerden en iyi olanidir (124). Bu galismada da hiicre ici
ROT’un arastirilmasinda floresan boya olarak DHR-123 kullanildi. AKG hiicreleri 1
ml 1x PBS ile sulandirildi. 150 pl hiicre siispansiyonu her bir eppendorf tiipe 50 pl
olacak sekilde tige boliindii. Daha sonra {izerlerine 950 ul taze medyum eklendi ve
15-20 kez pipetaj yapildi. Uzerine 1pl DHR-123 ROT boyasindan koyulup tekrar 15-
20 kez pipetaj yapildi. Eppendorflar 30 dk siireyle ¢alkalamali su banyosunda 37
°C’de inkibe edildi. Stre bitimini takiben 1000 rpm devirde 5 dakika boyunca
santrifiij edildi. Sonrasinda siipernatant atilarak tizerlerine 300 ul 1x PBS koyuldu ve
pipetaj yapildi. Her bir plate kuyucuguna 100 pl olacak sekilde bdliindii. Plate
Reader cihazinda (Infinite 200 Pro, Avusturya) 488 nm eksitasyon (uyarim) ve 530
ve 590 nm emisyon dalga boylarinda okunup aradaki fark deger olarak belirlendi
(125).

3.2.8. Mitokondriyal Zar Depolarizasyonu Analizi

Bir mililitre 1x PBS ile diliie edilmis hiicrelerden 150 ul’si ise mitokondriyal
membran depolarizasyonu analizi i¢in ayrildi. 150 pl hiicre siispansiyonu her bir
eppendorfta 50’ser pul olacak sekilde tlige boliindii. Daha sonra {izerlerine 950 pl taze
medyum koyuldu ve 15-20 kez pipetaj yapildi. Uzerine 1pl 5',6,6'-tetrachloro-
1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1, Life Technologies,
ABD) mitokondriyal zar depolarizasyon boyasindan koyuldu ve tekrar 15-20 kez
pipetaj yapildi. Eppendorf tiipler 45 dk siireyle ¢alkalamali su banyosunda 37 °C’de
inkube edildi. Stre bitimini takiben 1000 rpm devirde 5 dakika boyunca santrifij
edildi. Sonrasinda siipernatant atilarak {izerlerine 300 ul 1x PBS koyuldu ve pipetaj
yapildi. Her bir plate kuyucuguna 100 pul olacak sekilde boliindii. Saglikli hiicrelerde
boya mitokondri matriksinde yogunlagir. Burast boyanin kirmizi florosan

kiimelesmeleri gergeklestirdigi yerdir. Boya kirmizidan (JC-1 kiimelesmeleri) yesile
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(JC-1 monomerleri) donerek hiicrenin biitiiniine yayilir. Plate Reader cihazinda 488
nm eksitasyon, 590 nm (JC-1 kiimelesmeleri) ve 525 nm (JC-1 monomerleri)
emisyon dalga boylarinda okunup 590/525 emisyon oraniyla sonuglar hesaplandi.
Kontrol grubuna kiyasla nispi artis1 seklinde grafiklendirildi. Mitokondriyal mebran
potansiyeli Onceki c¢alismalarda belirtildigi gibi  (5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1°,3,3’-
tetraethylbenzimidazolocarbocyanine iodide) JC-1 boyasiyla tespit edildi (126, 127).

3.2.9. Apoptozis Testi

1 ml 1x PBS ile diliie edilmis hiicrelerden 150 pl’si ise apoptozis testi i¢in
ayrildi. 150 pl hiicre siispansiyonu her bir eppendorfta 50’ser ul olacak sekilde Ugce
boliindl. Daha sonra tizerine 950 pl 1x PBS eklendi. Pipetaj islemini takiben izerine
3-5ul apoptozis boyasindan (APOPercentage, Biocolor, Ingiltere) eklendi ve 30 dk
stireyle ¢alkalama cihazina birakildi. Calkalama sonrasi 3500 RPM de 5 dk santrifij
edildi ve stpernatant atildi. Santrifuj edilen hucreler Uzerine 1x PBS eklenerek
yikand1 ve 200ul APOpercentage Dye Release’den ilave edildi. Pipetaj ve ardindan
santriflij yaptiktan sonra siipernatant alind1 ve kuyucuklara aktarilip 550 nm dalga
boyunda Plate Reader cihazinda okundu. Elde edilen degerler kontrole kiyasla
hesaplandi (128).

3.3. Etik Kurul izni

Calisma protokolii Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul (HADYEK) tarafindan 25.11.2014 tarihinde uygun bulunmustur
(Protokol No: 25.11.2014-04).

3.4. istatistiksel Analiz

Butln veriler ortalama * standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verildi. Verilerin ortalama degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows
17.0 paket bilgisayar programi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi.
Gruplarda istatistiksel 6nem varligt Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Tiim

istatistiki karsilastirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol Kaydi Sonucu

Ilk kayit, hicbir inkilbasyon ve uyarim yapmaksizin alinan patch-clamp
kaydidir, calismanin kontrol kaydini olusturmaktadir. Sekil 3’te goriildiigii gibi higbir
uyar1 yapilmaksizin AKG hiicresinden alinan kayitlarda, akim olusmayip, diiz bir
kayit alinmistir. Kontrol kayitlarina ait olan akim yogunlugu degerlerinin ortalamasi

3,83 pA/pF (n=4) olarak hesaplanmistir (Grafik 1).
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Sekil 3. Kapsaisin ile uyarim yapilmamus sigan arka kok gangliyon hticrelerinden patch clamp

yontemiyle TRPV1 kanallarindan alinan tiim-hiicre kaydi.
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4.2. Kontrol Grubu Kaydi Sonucu

Sekil 4A’da gozlemlenen, kontrol grubu kaydinda sadece CAP ile uyarim
sonucunda negatif yonde akimin arttigi gézlemlenerek TRPV1 katyon kanallarinin
net 0,52 nA seviyelerinde acildig goriilmiistiir. Kanallar acildiktan sonra daha fazla
acilma olup olmayacagi belirli bir siire beklenilip, grafigin platoya gelmesi
saglandiktan sonra, kanallar1 inaktive ettigi diisiniilen CPZ maddesi verilerek kanal
akimlarinin 6nemli Olgiide azaldigr gézlemlenmistir. Kapanma sonrasinda yukarida
anlatilan basamaklar tekrar uygulanip birbirine paralel grafik elde edildigi
gozlemlenmistir. Buna bagli olarak sabit voltaja gore akimin degisimi grafigi sekil
4B’de |I-V grafigi olarak da gosterilmistir. Kontrol grubu kayitlarina ait olan akim
yogunlugu degerlerinin ortalamasi 65,36 pA/pF (n=4) olarak hesaplanmistir (Grafik

1)
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Sekil 4A. Kapsaisin (CAP, 10 pM) ile uyarim yapilnug arka kok gangliyon hiicrelerinden patch clamp
yontemiyle TRPV1 kanallarindan alinan tiim-hiicre kaydi. Grafikte verilen 1 ve 2 sirasiyla,

kapsaisinin TRPV1 kanalin1 agtig1 ve kapsazepinin (CPZ, 100 pM) kapattig1 seviyelerdir.
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Sekil 4B. |-V ayn1 kaydin akim voltaj degisikligini gosteren grafik. I-V grafiginde verilen 1 ve 2
numarali hiperbol egrileri ise sirasiyla kapsaisinin TRPV1 kanalint agtig1 ve kapsazepinin kapattig

seviyeleri gostermektedir.
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4.3. OVX Grubu Kaydi Sonucu

Sekil 5A’da gosterildigi gibi, OVX yapilan siganlar 14 giin beklenip E,
cekilmesi saglandiktan sonra 0,2 ml/sigan/giin DMSO deri altina (subcutan) 14 giin
stire ile uygulandiktan sonra ¢ikarilan AKG hcreleri yine patch clamp ortaminda
CAP ile uyarimi sonucunda, TRPV1 katyon kanallarinin, kontrol kayitlarina kiyasla
cok daha fazla agildigi gézlemlenmis ve akim zaman grafiginde de goriildiigi gibi
(Sekil 5A) biyopotansiyel akim degisiminin net 1,12 nA seviyelerinde seyretttigi
gbzlemlenmistir. OVX isleminin hiicre ici ROT iiretimi artisina bagl olarak, kanal
duyarliligini artip kanallarin ¢ok daha fazla agilmasina sebep oldugu goriilmektedir.
Kayit alma esnasinda akimin artik degismedigi yani bir platoya ulastigi anda iyon
kanalin1 kapatict olarak CPZ verilmis ve katyon kanallarimi buyik oranda kapandigi
gbzlemlenmistir. Yine akim zaman grafigi ile birlikte ayni 6l¢iimiin akim voltaj
grafigi de verilmistir. Sekil 5B |-V grafiginde verilen 1 ve 2 numarali hiperbol
egrileri ise sirastyla CAP’in kanali actigi ve CPZ’nin kanali kapattigi seviyeleri
gostermektedir ve akimin voltaja gore degisimini gostermektedir. OVX grubu
kayitlarina ait olan akim yogunlugu degerlerinin ortalamasi 155,29 pA/pF (n=4)
olarak hesaplanmistir (Grafik 1).
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Sekil 5A. Ovariektomi grubu kapsaisin (CAP, 10 uM) ile uyarim yapilarak arka kok gangliyon
hicrelerinden patch clamp yontemiyle TRPV1 kanallarindan alinan tiim-hiicre kaydi. Grafikte verilen

1 ve 2 sirasiyla kapsaisinin TRPV1 kanalini agtig1 ve kapsazepinin (CPZ, 100 pM) kapattigi seviyeler.
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Sekil 5B. |-V ayni1 kaydin akim voltaj degisikligini gdsteren grafik. |-V grafiginde verilen 1 ve 2
numarali hiperbol egrileri ise sirasiyla kapsaisinin TRPV1 kanalini1 agtig1 ve kapsazepinin kapattigt

seviyeleri gostermektedir.
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4.4. OVX + Estradiol Grubu Kaydi Sonucu

Sekil 6A’da gosterildigi gibi, OVX yapilan siganlar 14 giin beklenip E;
cekilmesi saglandiktan sonra 80 pg/kg/giin estradiol, 0,2 ml/sigan/giin DMSO i¢inde
¢Ozlinmis olarak deri altina 14 giin siire ile uygulandiktan sonra g¢ikarilan AKG
hicreleri yine patch clamp ortaminda CAP ile uyarimi sonucunda, TRPV1 katyon
kanallariin, kontrol kaydina kiyasla daha az acildigi gézlemlenmis ve akim zaman
grafiginde de goriildigii gibi biyopotansiyel akim degisiminin net 0,46 nA
seviyelerinde seyretttigi gozlemlenmistir. OVX yapilmis si¢anlara E; uygulamasi
hicre i¢ci ROT Uretiminin azalmasina bagl olarak, kanal agilmasini azaltip kanallarin
kontrol grubuna gore daha az agilmasina neden oldugu gorulmektedir. Kayit alma
esnasinda akimin artik degismedigi yani bir platoya ulastigi anda kanali kapatici
olarak CPZ verilmis ve TRPV1 kanalin1 bliyiik oranda kapattigi gézlemlenmistir.
Yine akim zaman grafigi ile birlikte ayni 6l¢limiin akim voltaj grafigi de verilmistir.
Sekil 6B |-V grafiginde verilen 1 ve 2 numarali hiperbol egrileri ise sirastyla CAP’1n
kanali agtig1 ve CPZ’nin kanali kapattig1 seviyeleri gostermektedir ve akimin voltaja
gore degisimini gostermektedir. OVX grubu kayitlarina ait olan akim yogunlugu

degerlerinin ortalamasi 64,08 pA/pF (n=4) olarak hesaplanmistir (Grafik 1).
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Sekil 6A. Ovariektomi + Estradiol grubu kapsaisin (CAP, 10 pM) ile uyarim yapilarak arka kok
gangliyon hiicrelerinden patch clamp yontemiyle TRPV1 kanallarindan alinan tiim-hiicre kaydi.
Grafikte verilen 1 ve 2 sirasiyla kapsaisinin TRPV1 kanalini agtig1 ve kapsazepinin (CPZ, 100 uM)

kapattig1 seviyeleri gostermektedir.
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Sekil 6B. 1-V ayni kaydin akim voltaj degisikligini gosteren grafik. I-V grafiginde verilen 1 ve 2
numarali hiperbol egrileri ise sirasiyla kapsaisinin TRPV1 kanalint agtig1 ve kapsazepinin kapattig

seviyeleri gostermektedir.

49



180 abe

4
160 - 4
140 -

120 -

acde

80 - (6)

b ab,d
p @ )
@
m

1 — ]

Kontrol Kontrol+CAP Kontrol+CAP+CPZ OVX+CAP OVX+CAP+CPZ OVK+E2+CAP OVX+E2+CAP+CPZ

ab,df

Alkim Yogunlugu (pA/pF)
8

Grafik 1. Ovariektomi (OVX) uygulamasi yapilan sigan arka kék gangliyon hiicrelerinde TRPV1
kanallar1 tizerine estradiol (E,), kapsaisin (CAP) ve kapsazepin (CPZ) etkisi. Arka kék gangliyon
hiicreleri i¢in, her grupta incelenen akim yogunlugu; kapsaisin ile agilmig TRPV1 katyon kanallarinin
maksimum akim degerlerinin, mikropipetin hiicreye temas etmeden hemen Onceki direncine
boliimiiyle hesaplanmugtir. Parantez igindeki sayilar her bir gruptan alinan kayit sayisini
belirtmektedir. Istatistiksel olarak anlamli (a; p<0.001 Kontrol grubuna kiyasla, b; p<0.001
Kontrol+CAP grubuna kiyasla, c¢; p<0.001 Kontrol+CAP+CPZ grubuna kiyasla, d; p<0.001
OVX+CAP grubuna kiyasla, e; p<0.001 OVX+CAP+CPZ grubuna kiyasla, f; p<0.001
OVX+E,+CAP grubuna kiyasla) akimlarin uyarim ve inhibisyonlari, parantezlerin iistlerinde yer alan

harflendirmelerle gosterilmistir (Ortalama + SD).
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4.5. Kalsiyum Sinyali Analiz Sonugclar:

Tum gruplara ait hicreler bolim 3.2.6°de belirtilen sekilde, her gruba ait
numunede yaklagik 2 milyon hiicre olacak sekilde diliie edilip, ¢alkalamali su
banyosunda 37°C’de Fura-2 AM ile 45 dk boyanarak kalsiyum salinimlari
spektrofluorometre cihazi vasitasiyla olgiilmiistiir. Stimiilator kimyasal olarak CAP
kullanilmistir. Tiim gruplara ait serbest Ca*® salmmu Grafik 2’de gosterilmistir,
Grafik incelendiginde kontrol grubuna kiyasla tim OVX gruplarinda, hicre ici
serbest Ca*? diizeyleri artmistir (p<0.001). OVX grubuna kiyasla OVX+CPZ
grubundaki htcrelerde sitozole kalsiyum akisinin kullanilan TRPV1 kanal blokor(
CPZ tarafindan engellendigi goriilmiistir (p<0.05). OVX uygulamasi yapilan
siganlara kiyasla OVX+E, tedavisi sonrasinda sitozole kalsiyum akigsinin 6nemli
dizeyde azaldig1 (p<0.05), hatta TRPV1 kanal blokorii kullanilan OVX+E,+CPZ
grubunda ise E, tedavisi uygulanmayan OVX+CPZ grubuna go0re daha diisiik
diizeyde (p<0.001) hiicre icerisine Ca*? iyonu akis1 tespit edilmistir (Grafik 3).
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Grafik 2. Kapsaisin (CAP) stimiilasyonu ile baslatilan hiicre ici serbest Ca*? salmimu iizerine

ovariektomi (OVX) ve estradiol (E,) etkilerinin zamanla degigimi.
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Grafik 3. Kapsaisin (CAP) stimiilasyonu ile baslatilan hiicre i¢i Ca™ miktar1 iizerine ovariektomi
(OVX) ve estradiol (E,) etkilerinin siitun grafigi ile gésterimi. (a; p<0.001 ve c; p<0.05 Kontrol ile
kiyaslandiginda, b; p<0.05 ve e; p<0.001 OV X ile kiyaslandiginda. d; p<0.05 OVX+CPZ ile
kiyaslandiginda. f; p<0.05 OVX+E; ile kiyaslandiginda).
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4.6. Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu Analiz Sonuclar:

fyon kanallariyla hiicreye diizensiz Ca*® girisi mitokondrinin membran
potansiyelini artirmakta ve hicrenin depolarize olmasin1  saglamaktadir.
Mitokondriyal depolarizasyonun artis1 ise hiicre i¢ci ROT iiretimini arttirmaktadir.
OVX grubunda kontrol grubuna kiyasla mitokondriyal membran depolarizasyonu
seviyelerinde anlamli artis olmustur (p<0.001). OVX grubuna kiyasla TRPV1 kanal
blokori kullanilan OVX+CPZ ile E; kullanilan OVX+E, gruplarinda mitokondriyal
membran depolarizasyonunun daha diisiik seviyede gergeklestigi (p<0.05),
OVX+CPZ grubu ile OVX+E, grubu arasinda ise istatistiksel bir fark tespit
edilemedi. Yine OVX+E,+CPZ grubunda ise OVX+CPZ ve OVX+E; gruplarina
kiyasla diisiik diizeyde istatistiksel fark gézlemlenmistir (p<0.05) (Grafik 4).
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Grafik 4. Ovariektomi (OVX) islemi ve estradiol (E,) tedavisinin gruplarin mitokondriyal membran
potansiyeli Gizerine etkileri. (a; p<0.001 ve b; p<0.05 Kontrol ile kiyaslandiginda, ¢; p<0.05 OVX ile
kiyaslandiginda, d; p<0.05 OVX+CPZ ve OVX+E; gruplari ile kiyaslandiginda).
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4.7. Hiicre I¢i ROT Uretim Tayini Sonuclari

OVX islemi ve E; uygulamasinin hiicre i¢gi ROT {iretimine etkisi de
arastiritlmistir. Kontrol grubuna kiyasla, OVX grubunda hiicre i¢i ROS iiretimini
onemli duzeyde (p<0.001) yiiksek oldugu goézlemlendi. Bununla birlikte OVX
grubuna kiyasla, OVX+CPZ (p<0.05), OVX+E, (p<0.001) ve OVX+E,+CPZ
(p<0.001) 6nemli diizeyde azaldigi gozlendi. Ayrica, CPZ uygulanan OVX+CPZ
(p<0.05) ve OVX+E,+CPZ (p<0.05) gruplarinin hiicre i¢i ROT diizeylerinin sirasi ile
OVX ve OVX+E; gruplarina kiyasla dnemli diizeyde azaldig1 gézlendi. Bu sonuglar
TRPV1 kanal aracili hiicre ici Ca*? girisinin ROT iiretimindeki 6nemini gostermistir.
Bu sonuclara gore, OVX grubunda hiicre i¢i ROT iiretimi Kontrol grubuna kiyasla
neredeyse ili¢ kat arttigr gozlenmistir. E, tedavisi uygulanan OVX gruplari, tedavi
uygulanmayan diger OVX gruplariyla kiyaslandiginda hiicre i¢i ROT diizeylerini E,
tedavisi TRPV1 kanallarim diizenleyerek 6nemli 6l¢iide azaldigi goriilmiistiir (Grafik
5).

DHR - 123 Floresans
(nispi artisi)

Kontrol avX OVX+CPZ OVX+E2 OVX+E2+CPZ

Grafik 5. Ovariektomi (OVX) iglemi ve estradiol (E;) tedavisinin gruplarm ROT iiretimi {izerine

etkileri. (a; p<0.001 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, b; p<0.05 ve c¢; p<0.001 OVX grubu ile

kiyaslandiginda, d; p<0.001 OVX+CPZ grubu ile kiyaslandiginda. e; p<0.05 OVX+E, grubu ile
kiyaslandiginda).
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4.8. Apoptozis Testi Sonuglar

Gruplarin apoptozis seviyeleri Grafik 6’da gosterilmigtir. OVX islemi hucre
ici ROT {iretimini arttirmakta bunun sonucu olarak hiicreler apoptozise ugramistir.
OVX grubunda kontrol grubuna kiyasla apoptozis seviyelerinde anlamli artig
olmustur (p<0.001). OVX grubuna kiyasla TRPV1 kanal blokorii kullanilan
OVX+CPZ ile E; kullanilan OVX+E, gruplarinda apoptozisin daha diisiik seviyede
gerceklestigi (p<0.05), Yine OVX+E,+CPZ grubunda ise OVX+CPZ ve OVX+E;
gruplarina kiyasla diisiik diizeyde istatistiksel fark goézlemlenmistir (p<0.05). Bu
sonuclara gore E, uygulamasinin apotozis seviyeleri iizerindeki olumlu etkisi

gozlemlenmistir (Grafik 6).

APOPTOZiS SEVIYELERI
{nispi artig)
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Grafik 6. Ovariektomi (OVX) islemi ve estradiol (E,) tedavisinin gruplarin apoptozis seviyeleri
Uzerine etkileri. (a; p<0.001 ve c; p<0.05 Kontrol ile kiyaslandiginda, b; p<0.05 OVXile
kiyaslandiginda, d; p<0.05 OVX+CPZ ile kiyaslandiginda, e; p<0.05 OVX+E; ile kiyaslandiginda).
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5. TARTISMA

TRP, protein olarak uzun onlarca yillardir biliniyor olmasina ragmen, katyon
kanali olarak ilk defa Drosophila tlrl sirke sineklerinin g6z hiicrelerinde genetik
caligmalar sirasinda tanmimlanmistir (129). TRP gen mutasyonuna sahip olan
fotoreseptorler siirekli 1s13a maruz birakildiklarinda fazik olarak (transient) voltaj
degisikligine yol agmalari nedeniyle bu isim verilmistir. Ayrica, hiicre igerisine
kiyasla disinda fazla olan Ca'Na* iyonlarina ayni anda gegirgen olmalarindan dolay1
Ca*? kanallar1 tanimi yerine katyon kanallar1 tanimi kullanilmaktadir. Giinlimiizde

memelilerde 30’dan fazla TRP kanal tipi tanimlanmistir (130).

Biitiin TRP kanallar1 yapisal olarak, 6 transmembran segment (S1-S6) igeren
voltaj kapili katyon kanallar1 ailesinin {iyeleridir. Kanalin S5 ile S6 segmentleri
arasinda bulunan bir por etrafinda homo veya heterotetromerik olarak
dizenlenmiglerdir. S6 segmentinin C terminal kismi tiim TRP alt {iyelerinde ortak
olan “TRP alan1” igerir. Bu temel ortak 6zellikleri disinda her bir alt {iyenin kanalin
N ve C terminallerinde kanali 6zel kilan yapilar1 vardir. TRPV1 reseptorlerinin, N
terminalleri 6 adet ankrin tekrari icerirken; C terminalinde bulunan fosfotidilinositol
difosfat (PIP,) bolgesi, kanal desensitizasyon bdlgesidir. Ayrica N ve C terminal
bolgelerde bulunan Ca™- kalmodilin (CaM) baglanma bolgesi de kanalin
desentizasyon bdlgeleridir. TRPV1 kanallar1 iizerinde kanal agonistleri igin
baglanma bolgeleri ve kanalin allosterik diizenleyicileri olan kinaz enzimleri i¢in ¢ok
sayida fosforilasyon bolgesi vardir (45, 131). S5 ve S6 segmentleri arasinda bulunan
aminoasit rezidiielleri kanalin iyon seciciligini kontrol eder ve bu bdlge ayni
zamanda kanalin esas aktif bolgesidir (132). Kanalin agonistleri olan CAP,
resinoferatoksin (RTX) ve kanal antagonisti CPZ’nin transmembran segment 3 ve 4
(S3-S4) arasindaki 6zel bolgelere baglandigi, ayrica CAP ve RTX i¢in ¢ok sayida
baska baglanma bolgeleri de oldugu rapor edilmistir (40, 133, 134). Ayrica, biitiin
TRP kanallar1 ¢ok yonlii diizenleyici protein etkilesim alanlarina sahiptir. Cok yonlii
Protein Kinaz A (PKA) ve Protein Kinaz C (PKC) varsayilan fosforilasyon alan
fonksiyonlar1 tanimlanmis ve kismen test edilmistir. Bir de birka¢ TRP kanallarinda

Phosphatidylinositide 3-kinase SH2- tanima alanlar1 varligi ispatlanmistir (135).
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Deneysel modellerde ve menopoz hastalarinda sitozolde Ca* artigindan
sorumlu olan kimyasal kapilar (6rnegin glutamat) ve voltaja duyarli Na* kanallari
konusunda yakin zamanda yapilmis arastirmalar mevcuttur (136, 137).
Ovariektomize si¢canlarda AKG ndéronlarinda sitozole Ca* girisi ve bu Ca*? girisinde
TRPV1 kanallarinin rolii konusunda caligsmaya rastlamadik ve bu tez ¢alismasini

planladik.

Hiicre i¢i ikincil haberci sisteminin en énemli elemanlarindan biri olan Ca*
hicresel bircok hayati fonksiyonun yerine getirilmesinde 6nemli bir rol
ustlenmektedir. Kalsiyum, hiicrenin olusumundan Oliimiine kadar biitiin hiicresel
strecleri yonlendiren bilginin genel tasiyicisi olarak tanimlanmaktadir (75).
Gunumuzde hicre boéltinmesi, hiicresel motilite, hormon sekresyonu, metabolizma,
sinir sisteminin gelisimi ve sinirsel iletim, protein dongiisli, gen ekspresyonu ve
programli hiicre 6liimii gibi hiicresel siireclerde kalsiyumun rolii gosterilmistir (76,
77). Kalsiyuam homeostazindaki kiigiik bir aksaklik 6nemli hiicresel yolaklarin
islevlerinin bozulmasina ve beraberinde birgok hastaliga neden olmaktadir (13). Ca*
aktif hiicrelerde olusturulan bir ikinci haberci olarak rol alirken aynm1 zamanda bir
hormon ya da biiyiime faktorii gibi hiicre membraninin diginda da gergek bir birinci
haberci olarak c¢aligabilmektedir. Kalsiyumun sinyal {iretimine yonelik fonksiyonu
sitozolik miktarimin artmasi ile dogru orantilidir (77). Sitozoldeki Ca** diizeyinin
azalmasiyla mitokondriyal depolarizasyonun azaldigmmi ve serbest radikal
olusumunun da azaldigindan bahsetmistir (119). Tez c¢alismamizda clde ettigimiz
sonuglara gore kontrol grubuna kiyasla tiim OVX gruplarinda, hiicre i¢i serbest Ca*?
duzeyleri arttigi, OVX uygulamasi yapilan sicanlara E; tedavisi sonrasinda sitozole

kalsiyum akisinin 6nemli diizeyde azaldigi tespit edilmistir.

Ostrojenin hiicre ici sinyalleri genomik veya genomik olmayan iki grup
yolakla aktive ettigi iyi bilinmektedir (138). Genomik yolakta, niikleer 6strojen a ve
B reseptorleri (ER o ve ER ) 6strojenle gen ifadesinin kontroll sonucu aktive edilir
(139). Genomik olmayan yolakta ise 6strojen klasik 6strojen reseptorleri veya
membrana lokalize yeni Ostrojen reseptorleri aracilifiyla hem membrana yakin
bdlgeden hem de membran {izerinden sitoplazmik sinyallesme olaylarin1 aktive eder
(140, 141). Ostrojen reseptorlerinin, AKG primer duysal noronlarmi da iceren

nosiseptif yollarin ¢esitli bolgelerinde eksprese edildigi bilinmektedir (142, 143).
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Onceki calismalar, dstrojenin genomik olmayan etkiyle iyon kanal fonksiyonlar1 ve

noronal uyarilabilirlik {izerinde etkili olabildigini gostermistir (144).

CAP, keskin ac1 biber bilesenidir, primer duyusal noronlarin belli bir alt
grubu ile dorsal kok ve trigeminal gangliyon nodlarininin somalarini aktive eder.
(145). CAP farkli hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak etkilerini gosterir. AKG
noronlar1 ile yapilan elektrofizyolojik ¢alismalar, CAP’in hicre igine katyonik
akimlar1 tetikleyerek néron depolarizasyonuna sebep oldugunu gostermistir (64).
TRPVI1, agn iletimi ve enflamasyon ile indiiklenen termal hiperaljezi
aktivasyonundan sorumlu tutulmustur (61). Agn algilamay1 saglayan nosiseptorlerin
periferik sonlanmalar1 {izerinde bulunan TRPV1’in modiilasyonu ile somatosensoryel
sistemde agri mesajlarinin algilanmasi ve enflamatuar termal hiperaljezisi gelismesi
saglanabilir. TRPV1’in g¢esitli ajanlar tarafindan modiilasyonunun altinda yatan
mekanizmalarin anlasilmasi sayesinde, agrinin azaltilmasi i¢in yeni tedavi olanaklari

sunulabilir (65).

AKG néronlarmin TRPV1 kanal aktivatori CAP ile uyarilmasi sonucu
TRPVI1 kanalinin agildigimi ve akim yogunluklarmin istatistiksel olarak kontrol
grubuna kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugunu gozlemledik. Dolayisiyla CAP’1n
TRPV1 kanal aktivasyonunda Onemli oldugunu literatiire uyumlu olarak
gOzlemledik. Bununla beraber, CAP ile aktive olan TRPV1 kanal inhibisyonunda
TRPV1 kanal antagonisti olan CPZ’nin kanali kapatici roliiniin oldugunu

g6zlemledik. Bu CPZ sonucumuzunda mevcut litratur bildirimleri ile uyumluydu.

Normal fizyolojik sartlar altinda hiicresel reaksiyonlar sonucunda olusan
serbest radikaller, ROT olarak adlandirilmaktadir. ROT’lar birgok antioksidan
tamponlama mekanizmasi tarafindan etkisiz hale getirilebilmekte ve ROT’lar ile
tamponlama mekanizmalar1 arasindaki dengenin bozulmasi ise oksidatif stres olarak

adlandirilmaktadir (119).

Yapilan bazi caligmalarda OVX uygulamasi da ROT {iretiminin arttig
bildirilmistir. E,’nin antioksidan 6zelligi ROT’larin zararli etkilerinden korudugu
belirlenmistir. Menopoz sonrasi donemde overyan E; salinimimin azalmasiyla
birlikte, oksidatif stres ve apoptozisin tetiklendigi cesitli calismalarda bildirilmistir

(5, 6). Menopozda, sitozole kalsiyum iyon artisinin periferal agrt olusumunun yani
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sira, mitokondriyal depolarizasyon artis1 oksidatif stres {riinlerinin daha da
artmasina, ayrica kaspaz ve apopitotik yolaklarin uyarilmasina neden oldugu
bilinmektedir (7, 8). E, yetersizliginin, AKG ve hipokampiis sinir hiicrelerinde
VGCC ve kimyasal kapilar aracili sitozole kalsiyum iyon akisinin migren ataklarina,
periferal agriya ve epilepsi gibi sinirsel hastaliklarin olusumuna neden oldugu iyi

bilinmektedir (9, 10).

Yine tez ¢calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore kontrol grubuna kiyasla
OVX grubunda sitozole Ca* girisinin arttizi gozlemlenirken buna paralel ROT
liretimininde arttigi gozlendi. Ca™ girisinin TRPV1 kanal aracili mi oldugunu
belirlemek igin CAP ile inkibe edilip CPZ ile bloke edilen AKG sinir hicreleri OVX
grubuna kiyasla, OVX+CPZ, OVX+E; ve OVX+E,+CPZ 6nemli diizeyde azaldig
gozlendi. Ayrica, CPZ uygulanan OVX+CPZ ve OV X+E,+CPZ gruplarinin hiicre i¢i
ROT diizeylerinin siras1 ile OVX ve OVX+E; gruplarina kiyasla 6énemli diizeyde
azaldig1 gozlendi. Bu sonuglar TRPV1 kanal aracili hiicre i¢i Ca* giriginin ROT
tiretimindeki Onemini gostermistir. Literatiirde OVX uygulamasi yapilmis si¢an
AKG hicreleri ROT ve TRPVI1 aracili kalsiyum giriginin birlikte arastirildigi

caligmalara rastlamadik.

E>’nin antioksidan roliiniin oldugu iyi bilinmektedir. Hatta menopoza giren
kadinlarda, yaslanmaya bagli oksidatif stres sonucunda demansa neden olan
hastaliklarin oraninin arttigi da bilinmektedir (146, 147). Yukarida bahsedildigi gibi
TRPV1 ve TRPM2 gibi bir kisim kanallarinin aktivasyonunda oksidatif stresin rolii
oldugu yakin zamanlarda yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (127, 148). Menopozda,
sitozole kalsiyum iyon artisinin periferal agri olusumunun yani sira, mitokondriyal
depolarizasyon artisi ile; (a) oksidatif stres Uriinlerinin daha da artmasina neden
oldugu (b) kaspaz ve apoptotik yolaklarin uyarilmasina neden oldugu da
bilinmektedir (8, 146, 147). Voltaja duyarli ve kimyasal kapilar aracili sitozole
kalsiyum iyon akisinin migren ataklarini tetikledigi iyi bilinmektedir. E, dlzeylerinin
en aza indigi menstrual siklusta migren ataklarinin arttigr bildirilmistir. Fakat OVX
sicanlarda TRP kanal aracili kalsiyum iyon girisinin oksitatif stres ve apoptotik
yolaklar1 etkiledigi konusunda bildirimler mevcut degildir. Ayrica, antioksidan
Ozellige sahip olan E;, vicut antioksidan duzeylerini ve TRPV1 kanal

aktivasyonlarini diizenleyebilir (136, 137).
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Bu calismamizda OVX olusturulan siganlarin AKG néronlarinin CAP ile
uyarilmasi sonucu, hiicre akim yogunluklarinin OVX olusturulmayan gruba kiyasla
onemli duzeyde yiiksek oldugunu gézlemledik. Benzer sekilde hiicre i¢i ROT Uretimi
ve mitokondriyal depolarizasyon dizeylerinin yiiksek oldugu bu g¢alismayla
gosterildi. Bununla beraber, OVX olusturulan sigan AKG noéronlarinin CAP
aktivasyonu sonrast CPZ ile inhibe edilmeleri sonucunda, akim yogunluklarinin
kontrol diizeylerine dogru onemli diizeyde azaldiginmi gozlemledik. Dahasi, OVX
uygulamasinin hiicreye TRPV1 aracili Ca* girisinde 6nemli artisa sebep oldugu Ca*?

sinyali analizi sonuglartyla da gosterilmistir.

Calisma sonuglar1 ile ayni olmamakla birlikte fakat calisma sonuglarini
destekler nitelikte, E, yetersizliginin, AKG hiicreleri disindaki sinir hiicrelerinde
migren ataklarina, periferal agriya ve Alzheimer gibi sinirsel hastaliklarin olusumuna
neden oldugu da iyi bilinmektedir (149-152). TRPM2 ve TRPV1 kanallari daha
ziyade AKG ve hipokampus sinir hiicrelerinde ekspre edilmislerdir. Fakat OVX
siganlarda TRP kanal aracili kalsiyum iyon girisinin etkilendigi konusunda heniiz

bildirim mevcut degildir.

Yeni tanimlanmis olan TRPV1 katyon kanalinin bu baglamda OVX’li
sicanlarda noronu oOliime gotliren siireglerde ne gibi roliiniin oldugunu anlamak
birgok hastaligin tedavisinde olduk¢a 6nem arz etmektedir. E; yetersizligi bu
kanallar1 aktive ederek sinir hiicrelerine zarar verirken, antioksidan 6zellige sahip
olan E,, wviicut antioksidan diizeylerini ve TRPVI kanal aktivasyonlarimi

diizenleyerek bu siireclerde fayda saglayabilir.

Ovaryan hormon seviyelerinin degisiminin, sadece cinsiyet farklilasmasi ve
tireme tizerinde degil hafiza, duygu durumu, néronal canlilik ve transmisyon ile
birlikte agr1 duyarliliginda da onemli oldugu belirlenmistir (94). Bu hormon
seviyelerinin degisimi, fizyolojik menopozla veya ovariektomi — gonadoektomi gibi
cerrahi islemler sonucu belirgin olarak degismektedir. Insanlarda menopoz,
Ostrojenin belirgin olarak eksikligine sebep olmaktadir (95). Preklinik ¢alismalarda

OVX modeli, menopoz modeli olarak kullanilmaktadir.
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Ovaryan hormonlarin agriyt modiile ettigi ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir.
Cesitli deneysel agr1 modellerinde OVX’in agr1 yanitin arttirdigr (33, 100) azalttigi
(101, 102) veya etkilemedigi (38) yoniinde raporlar vardir.

Bu baglamda OVX ile E, ¢ekilmesinin AKG hucrelerinin TRPV1 kanali
tizerindeki etkilerini arastirmay1 planladigimiz tez caligmamizda elde ettigimiz

sonuglar agr1 tedavisi yaklagimlarina katki saglayacaktir.

Bu tez ¢alismamizda, OVX yapilan siganlarda AKG hiicreleri patch-clamp
yontemiyle CAP ile uyarimi sonucunda, TRPV1 katyon kanallarinin, kontrol
kayitlarina kiyasla ¢ok daha fazla kanal akimlarinin arttigi gézlemlenmis olup bu

bulgular konu ile ilgili literatir ile uyumludur (30).

Ayrica OVX yapildiktan sonra E, ile tedavi edilen siganlarin AKG sinir
hicrelerinin (OVX+ E,+CAP grubu) CAP ile uyarimi sonucunda, TRPV1 katyon
kanallarinin, (Kontrol+CAP grubu) kaydina kiyasla daha az agildig1 gézlemlenmistir.
Calismamizin sonuglari ile uyumlu olan bu verilerin, E;’nin Ca*? kanallarin1 inhibe

ettigine dair literatiir bildirimleri ile uygun oldugu gozlendi (153).

Calisma sonuclarin1 destekler nitelikte, AKG ndron kdltlrinin uzun sure
E,’ye maruz birakilmasindan sonra, bu ndronlarda major kimyasal/termal nosiseptif
uyarana yanitin azaldigi goriilmiis ve bu durumun TRPV1 kanallarinin inhibe edilmis
olmasindan kaynaklandigi rapor edilmistir (30). Benzer sekilde ATP’nin tetikledigi
kalsiyum ic¢e akisinin da E; tarafindan inhibe edildigi belirtilmistir (30). Ayrica
Wang ve arkadaslari, sican kortikal sinir hiicrelerinde E;’nin voltaja duyarl Ca*
kanallar1 Uzerindeki etkilerini arastirmislardir ve Ez’nin TRPV1 kanallarini PKC ve

PKA molekiiler yolaklari ile inhibe ettigini rapor etmislerdir (154).

E, ve agr1 modiilasyonu sayisiz arastirmacinin ilgilendigi bir konu olmustur.
Agr1 konusunun karmasikligi, ¢ok-nedenli ve ¢ok-odakli olmasi, farkli agri tiirlerinin
mevcudiyeti gibi nedenlerden dolay: agr ile ilgili caligmalar da ¢ok yonlii olmustur.
E2’nin antioksidan etkilerinin yanm1 sira, cinsiyet farkliliinin agri duyarlilig
tizerindeki etkileri ile ilgili yapilan gerek insan deneylerinde gerekse hayvan
deneylerinde ¢eliskili sonuglar elde edilebilmistir. Literatiirde yer alan bazi
raporlarda, agri esiginin disilerde erkeklere oranla daha diisiik, agr1 yanit siddeti ve

stiresinin ise erkeklerden daha yiliksek oldugu; ayrica kadinlarda kronik agr
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sendromlar1 sikliginin erkeklerden daha yiiksek oldugu bildirilmistir (3). Cinsiyete
bagli agr1 duyarliliginin farkli olmasimmin tek nedeninin Ostrojen hormonu
olmayabilecegi, ayrica bu hormonun farkli tip reseptorler iizerinden birbirinden farkli
etkiler olusturdugu goéz Oniine alindiginda bizim bulgularimizla uyusmayan bu
sonuclar olagandir. Sigan AKG’de CAP etkilerinin erkek cinsiyet hormonu olan
testosteron tarafindan hafif bir sekilde inhibe edildigi, ancak disi cinsiyet hormonu
olan E, tarafindan ise Onemli Olgiide giiglendirildigi (65), CAP deri igine
enjeksiyonun doz bagimli olarak erkek ve kadinda agr1 duyarliligini indiikledigini ve
erkeklerde disilere oranla 3-4 kat daha yiiksek dozda agrinin bagladigini (155)
bildiren bazi ¢alismalar da mevcuttur. Bu ¢aligmalar birebir bizim ¢aligmamizla ayni

olmadigindan farkli sonuglarin elde edilmesi de olagan karsilanabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Agrinin fizyopatolojisi olduk¢a karmasiktir, agrinin nedeninin belirlenmesi,
dogru tedavi yaklasimlarinin bulunmasi ve uygulanan tedavilerin etkin bir sekilde
sirdiiriilebilmesinde de zorluklar yasanmaktadir. TRPV1’in agrinin belirlenmesi ve
modiilasyonundaki 6nemli rolleri nedeniyle, bu kanallarin agr1 tedavisinde yeni ve
etkili hedefler olabilecegi Ongdriilmekte ve c¢ok sayida arastirmaciyr bu konuya
yonlendirmektedir. Giinlimiize dek yapilan g¢alismalarla bu kanallar1 hedef alan
preklinik ve klinik tedavi modellerinde elde edilen veriler TRPV1 kanallarinin gerek
rahatsiz edici i¢ ve dis etkenlere bagli olan agrilarda, gerekse inflamatuar ve
norojenik yangi sonucu olusan agrilarda etkili sonuclar elde edildigini gostermistir.
TRPVI1 kanallarin1 aktive eden faktorlerin daha detayli olarak belirlenmesi, bu
kanallarin etkili bir sekilde modiile edilmesi, tedavi edici etkinligi gii¢lii yeni ajanlar
gelistirilmesi veya gelistirilen ajanlarin gii¢lendirilmesi i¢in yeni ¢aligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda sonuglar incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla OVX
grubunda hiicre ici [Ca™]; diizeylerinin istatistiksel olarak énemli diizeyde arttii
gdzlemlendi. Bu sonuglar, OVX uygulamasinin hiicre i¢i [Ca*?]; diizeylerini arttirdig
ve bu artisin TRPV1 kanallar1 araciligi ile gergeklestigi gozlemlendi. Bu tez
calismasinda OVX uygulamasi yapilan siganlarda E, tedavisinin, oksidatif stres,
kalsiyum sinyali, hiicre i¢ci ROT iiretimi lizerinde nasil bir etkisi oldugunu ve TRPV1

kanallarinin bu etkideki roliinii gosterdik.

TRPV1 kanallar1 yiiksek 1s1 ve oksidatif stresle aktive olduklari iyi
bilinmesine ragmen, bizim yaptigimiz literatiir taramalarinda, OVX uygulamasi
yapilan sicanlarin AKG ndéronlarinda sitozole Ca*? girisi ve bu Ca*? girisinde TRPV1
kanallar1 arasindaki etkilesime dair bir bildirim mevcut degildi. Bu calismamizda,
oksidatif strese bagli sitozole Ca*? akisinda TRPV1 kanallarimin da roliiniin oldugu

g6zlemlendi.
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Bu sonuglara gére OVX uygulamasiyla TRPV1 kanallarinin aktive oldugu
gézlemlendi. Calismada Ca™ ve hiicre ici ROT sonuglart incelendiginde uyum
igerisinde oldugu gozlenmektedir. Diger bir ifadeyle, hiicre ici asiri Ca*? iyon

akisinin ROT {iretimini artirdig1 ve hiicre 6limiini tetikledigi g6zlemlendi.

Kalsiyum homeostazinin bozulmasi dnemli hiicresel yolaklarin islevlerinin
degismesine ve nekrotik ya da apoptotik hiicre oliimii veya karsinogenez ile
sonuclanan durumlara neden olmaktadir. TRPV1 kanallarinin ve tim TRP {ist
ailesinin fizyolojik olmayan durumlarda aktive oldugu ve dzellikle Ca*? hiicre ici
akigina neden olarak dengenin bozulmasina yol agtigi géz oniine alindiginda bu

kanallarin daha fazla aragtirilmasi gerektigi agik¢a goriilmektedir.

Bu kanallarin énemi, giiniimiizde bilinen voltaja duyarh Ca*? kanal
blokerlerinin higbiri bu kanallar1 inhibe edememektedir. Bu kanallarin fonksiyonu
bozulacak olursa hiicre ici Ca™ miktar1 patolojik diizeylerde seyredip hiicrenin
Olimiine sebebiyet verebilmektedir. Konuya bu noktadan bakilacak olursa, bu
kanallar iizerine yapilan caligmalar giin gegtikge artmaktadir. Ciinkii bunlarin
duzenlenmesi veya patolojik durumdan fizyolojik duruma donddriilmesi, néropatik

agr1 tedavisine bliytlik katki saglayacagi bilim insanlar tarafindan diistintilmektedir.

Bu calismada, E, tedavisinin AKG sinir hiicrelerinde TRPV1 kanallari
aracihigiyla Ca*? girisini nasil etkiledigi ve Ez’nin AKG sinir harabiyetini 6nlemedeki
ve periferal TRPV1 kanal agr1 yolag iizerindeki rolii deneysel menopoz modelinde

patch-clamp teknigi kullanilarak arastirildi.

Sonug olarak, sican AKG hiicrelerinde E; uygulamasi ile OVX’in neden
oldugu TRPV1 katyon kanal aktivasyonu ve dolayisiyla TRPV1 aracili katyon kanal
akimlar1 azaltilmistir. Elde edilen bu bulgular, E;’nin  TRPVI1 kanallarinin
aktivasyonunu azaltip Ca* girisini diizenleyerek gerceklestirebildigini gdsterdigi icin
onemlidir. OVX’in neden oldugu TRPV1 aktivasyonu uzerindeki bu inhibitor etkisi
nedeniyle, E; OVX kaynakli AKG hasar1 ve agr i¢in guclu bir farmakolojik hedef
olarak dikkate alinabilir. Ayrica E, tedavisinin noroprotektif etkisi nedeniyle
deneysel bir menapoz modeli olan OVX’in indikledigi noéronal 6lumi onledigi

Onerilebilmekle birlikte bu konuda daha detayli ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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OZET

Arka kok gangliyon (AKG) hiicrelerine asir1 kalsiyum iyonu (Ca*?) girisi,
periferik agriy1 tetikler. AKG néronlarinda ¢ok miktarda eksprese edilen transient
receptor potential vanilloid 1 (TRPV1), Ca*? i¢in gecirgen bir katyon kanalidir. Bu
kanallar AKG hucrelerinde oksidatif stres ve kapsaisini (CAP) de iceren farkli
uyaranlarla aktive edilebilir. 17p-estradiol (E;)’nin beyinde norolojik sistem tzerinde
antioksidan etkilere sahip oldugu iyi bilinmektedir. Sicanlarin sinir hiicrelerinde
E2’nin voltaj kapili kalsiyum kanallarii giiclii bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir.
Bu baglamda antioksidan E,, gucli bir TRPV1 kanal antagonisti olarak ovariektomi
uygulanan  siganlarm AKG hiicrelerine Ca™® girisini bu kanal araciligiyla
dizenleyebilecegi diisiiniildiigiinden bu calismada ovariektomi (OVX) uygulanan
sicanlarin primer AKG hiicre kiiltiiriinde, hiicre icine Ca*™ girisi ile ilgili E,’nin

etkileri path-clamp teknigi ile arastirilmistir.

Otuz dort adet disi si¢an rastgele ii¢ gruba ayrildi. Birinci grup (n=10) kontrol
grubu, ikinci grup (n=12) OVX uygulanan grup olarak belirlenirken, ¢tnci gruba
(n=12) OVX uygulamasindan sonra, 14 giin siireyle deri altina (80 ug/kg/giin) E;
verildi. Tim deneylerin tamamlanmasinin ardindan, ii¢ deney grubunun primer AKG
hicrelerinin whole cell patch-clamp teknigiyle kayitlart alindi. Ayrica bu hicrelerde

hicreici ROT dretimi ve mitokondriyal depolarizasyon diizeyleri analiz edildi.

Kapsazepin (CPZ), TRPV1’e 6zgl reseptor antagonisti iken, CAP TRPV1’e
ozgli reseptdr agonistidir. TRPV1 reseptoriiniin AKG’de Ca*? birikimine katildigin
gostermek amaciyla AKG hcreleri, CAP ile uyarilirken CPZ ile inhibe edildi. CAP
normal AKG hiicrelerinde bir akimi indiikledi, patch ¢emberi medyumuna CAP
ilavesini takiben artan siddette 0.52 nA tizerinde akimlar asamali olarak gelisti (0.83
+ 0.20 dakika). Akim CPZ ve NMDG" tarafindan geri déniisiimlii ve kismi olarak
bloke edildi. CAP yoklugunda akim olusmadigini g6zlendi. AKG hiicrelerinde akim
yogunluklar1 kontrol+CAP ve OVX+CAP gruplarinda CPZ uygulamasiyla 6nemli
derecede (p<0.001) azaldi. OVX grubunda akim yogunluklari OVX+E, grubu ile
karsilastirildiginda onemli derecede (p<0.001) daha ylksek bulundu. Ek olarak,
OVX’in indiikledigi hiicreici ROT dretimi ve mitokondriyel depolarizasyonun
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tamamen azaldig: belirlendi.

Sonug olarak, bu caligmanin bulgulari, sicanlarin AKG hiicrelerinde OVX
nedeni ile artan TRPV1 kanal aktivasyonu araciliiyla yikselen akimlarin, E,
uygulamasiyla azaldigini1 gostermistir. Elde edilen bu bulgular, OVX sonucu olusan
ROT ve oksidatif stres ajanlarin ndronal 6lim ve periferik agrinin olusumunu
tetikledigi, E, uygulamasinin Ca*? girisi iizerinde etki etmesi agisindan biiyiik dneme
sahiptir. OVX kaynakli TRPV1 aktivasyonu {iizerindeki inhibitor etkisi ile AKG
hasarlarinin ve agrinin azaltilmasinda E;, potansiyel farmakolojik hedef olarak

diisiiniilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Ostrojen; Arka K6k Ganglion; Ovariektomi; Agri; Patch-clamp
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ABSTRACT

Overload calcium ion (Ca*") entry into dorsal root ganglion (DRG) neuron
induce peripheral pain. Transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) is Ca®*
permeable cation channels and they are many expressed in DRG. The channel is
activated in the DRG by different stimuli including oxidative stress and capsaicin
(CAP). It is well known that 17p-estradiol (E;) has an antioxidant role on
neurological systems in the brain. E; was recently demonstrated to potently inhibit
voltage gated calcium channels in the neurons of rats. Therefore, it is hypothesized
that antioxidant E, as a potent TRPV1 channel antagonist may modulate Ca** entry
via TRPV1 channel in the DRG of ovariectomized (OVX) rats. Hence, in the current
study, we investigated the neuroprotective properties of E, in primary DRG neuron

cultures of OV X rats by using path-clamp technique.

Thirty-four female rats were divided into three groups. The first group (n=10)
was used as a control group. The second group was the OV X group (n=12) although
the third was OVX+E, (n=12). E, (80 pg/kg/day) was given subcutaneously to the
third group for 14 days after the ovariectomy. At the end of the experiments, whole
cell patch-clamp experiments were performed in the primary DRG of three groups.
Intracellular ROS production and mitochondrial depolarization levels were analyzed

in cells also.

Capsazepine (CPZ) is a specific TRPV1 receptor-antagonist although
capsaicin is TRPV1 receptor-agonist. In order to identify the TRPV1 receptor
involved in Ca?* accumulation in the DRG neurons, they were stimulated by
capsaicin (CAP) although they were inhibited by CPZ. CAP induced a current in
native DRG neurons. Reaching amplitudes of well above 0,52 nA, the currents
induced by CAP developed gradually (0.83 £ 0.20 minute) following the addition of
CAP to the patch chamber medium. These currents were reversibly and partially
blocked by CPZ and NMDG". We observed no current in the absence of CAP.
Current densities and cytosolic Ca®* accumulation the neurons of the DRG neurons
were significantly (p<0.001) decreased in the control+CAP and OVX+CAP groups
by CPZ treatments. The current densities and cytosolic Ca’* accumulation were also
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significantly (p<0.001) lower in the OVX+E, group compared to the OVX-only
group. In addition, E, completely reduced ovariectomy-induced intracellular ROS

production and mitochondrial membrane depolarization.

In conclusion, results of current study suggest that OV X-induced intracellular
Ca”* signaling and mitochondrial oxidative stress through activation of TRPV1
channels is decreased in the DRG neurons of rats by E, treatment. These findings
hold particular significance and may provide an explanation for OVX-induced
neuronal death and peripheral pain and E, treatment may account for their Ca** entry.
Its inhibitory effect on OVX-induced TRPV1 activation should be considered a
potential pharmacological target for itching caused by OVX-mediated activation of

pain and DRG oxidative injuries.

Key Words: Estrogen; Dorsal root ganglion; Ovariectomy; Pain; Patch-clamp.
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