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1. GİRİŞ 

 

Transient Receptor Potential (TRP) kanalları, başka yerleşimleri yanısıra 

nosiseptif duyusal sinir sonlanmalarında konumlanmış, tehdit/rahatsız edici 

potansiyeli olan termal, mekanik veya kimyasal uyaranlara yanıt veren ve seçici 

olmayan bir katyon kanalı ailesidir.  TRP kanalları katyonlara karşı seçici olmamakla 

birlikte kalsiyum iyonlarını daha seçimli geçirmektedir. TRP kanalları ya direkt 

olarak plazma zarlarındaki kalsiyum giriş kanalları gibi davranmakta ya da kalsiyum 

giriş kanallarının modülasyonunu sağlayacak olan zar potansiyelini değiştiren 

sitozolik serbest kalsiyum kanalları üzerinde etkili olmaktadır. Farklı TRP 

proteinleri, uyaranın tipi ve şiddetine bağlı olarak kalsiyum iyon geçirgenliklerini 

değiştirmekte ve hücresel yanıt kalıplarını modüle etmektedir.  

Transient Receptor Potential Vanilloid Reseptör-1 (TRPV1) reseptörleri, bu 

aile içerisinde ağrı iletim yollarının aktivasyonunda en önemli role sahip olan 

reseptörlerdir. Vaniloid benzeri kimyasallara, sıcaklığa (>430C) ve düşük pH’ya 

duyarlıdır. Bu reseptörler çeşitli uyaranlarla aktifleştiği zaman hücre içine kalsiyum 

iyonunun akışı uyarılır. 

Güncel literatür bilgilerinde, gonadal hormonların yalnız üreme davranışları 

ve cinsiyetin belirlenmesinde değil, tüm fizyolojik sistemlerde etkin roller aldığını 

göstermektedir. Bu hormonlardan en etkin olduğu bilinen 17β-estradiol (östrojen, 

E2), nöron canlılığı, nöronal uyarılabilirlik ve somatoduysal uyaranların algılanması 

gibi sinir sistemi üzerindeki hayati etkileri nedeniyle çok sayıda araştırmaya konu 

olmuştur (1, 2). Kalp-damar ve nörolojik sistemlerde E2’nin antioksidan rolünün 

olduğu da iyi bilinmektedir (3). Ayrıca, ağrı yolakları üzerinde de E2 etkili olduğuna 

dair bildirimler mevcuttur (4). 

Menopoz sonrası dönemde overyan E2 salınımının azalmasıyla birlikte, 

oksidatif stres ve apoptozisin tetiklendiği çeşitli çalışmalarda bildirilmiştir (5, 6). 

Menopozda, sitozole kalsiyum iyon artışının periferal ağrı oluşumunun yanı sıra, 

mitokondriyal depolarizasyon artışı oksidatif stres ürünlerinin daha da artmasına, 

ayrıca kaspaz ve apopitotik yolakların uyarılmasına neden olduğu bilinmektedir (7, 

8). E2 yetersizliğinin, arka kök gangliyon (AKG) ve hipokampüs sinir hücrelerinde 
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voltaja duyarlı kalsiyum kanalları (VGCC) ve kimyasal kapılar aracılı sitozole 

kalsiyum iyon akışının migren ataklarına, periferal ağrıya ve epilepsi gibi sinirsel 

hastalıkların oluşumuna neden olduğu bildirilmektedir (9, 10). Fakat periferal ağrı 

oluşumunda TRPV1 kanal aracılı Ca+2 girişi üzerinde yeterince bilgi yoktur. 

TRPV1 kanalları daha ziyade AKG ve hipokampus sinir hücrelerinde 

eksprese edilmişlerdir. Fakat ovariektomize (OVX) sıçanlarda TRP kanal aracılı 

kalsiyum iyon girişinin oksidatif stres ve apopitotik yolakları etkilediği konusunda 

bildirim mevcut değildir. TRPV1 ve TRPM2 gibi bir kısım kanalların 

aktivasyonunda oksidatif stresin rolü olduğu yakın zamanlarda yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir (11, 12). Günümüzde bilinen VGCC ve kimyasal kapılı kalsiyum kanal 

blokerlerinin hiçbirisi TRPM2 ve TRPV1 kanallarını inhibe edememektedir. Çünkü 

bu kanalların aktivasyon ve inhibisyon mekanizmaları farklıdır. Bu kanallar üzerine 

yapılan çalışmalar gün geçtikçe çığ gibi büyümektedir. Çünkü bunların düzenlenmesi 

veya patolojik durumdan fizyolojik duruma döndürülmesi, nöropatik ağrı ve 

hipokampus patofizyolojisinin neden olduğu hastalıkların tedavisine büyük katkı 

sağlayacağı bilim insanları tarafından düşünülmektedir.  

Nöronların elektriksel olarak aşırı uyarılması “aşırı uyarılma toksisitesi” adı 

verilen, sitozole aşırı kalsiyum iyon akışı sonucu hücreyi ölüme götüren bir süreci 

başlatabilir. Bu durum pek çok nörodejeneratif hastalıkta ve travmalar sonrasında 

gözlenen nöron kaybının patofizyolojisinde sorumlu tutulmaktadır (13). Yeni 

tanımlanmış olan TRPV1 katyon kanalının bu bağlamda OVX’li sıçanlarda nöronu 

ölüme götüren süreçlerde ne gibi rolünün olduğunu anlamak bu hastalıkların 

tedavisinde oldukça önem arz etmektedir. Ayrıca, E2 yetersizliği bu kanalları açarak 

sinir hücrelerine zarar verirken, antioksidan özelliğe sahip olan E2, vücut antioksidan 

düzeylerini ve TRPV1 kanal aktivasyonlarını düzenleyerek bu süreçlerde fayda 

sağlayabilir. E2’nin gerek ağrı modülasyonundaki etkilerine gerekse antioksidan 

etkilerine başka moleküler mekanizmaların yanı sıra, kalsiyum iyonunun hücre 

içerisine akışını düzenleyen TRPV1 kanallarının aracılık ediyor olabileceği 

öngörülmektedir.  Bu çalışmanın amacı, normal sıçan ve ovariektomi uygulanmış 

sıçanların arka kök gangliyon hücrelerinde, TRPV1 kanal aracılı kalsiyum iyonu 

girişi üzerinde E2’nin etkilerini araştırmaktır.   

2 
 



 

2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Nöroendokrin Bir Hormon Olarak Östrojen  

Östrojenler, temel olarak kolesterolden sentezlenen bir steroid hormon 

ailesidir (14). Gebe olmayan dişide büyük miktarda overlerden, az miktarlarda da 

adrenal korteksten; gebelikte ise büyük miktarlarda plasentadan salgılanan dişi 

cinsiyet hormonlarıdır (14). Üç tip östrojen vardır; 17β-estradiol (E2), erişkin dişide 

overlerden salınır. Estron (E1), overlerden salınır, az miktarlarda da adrenal 

korteksten salınan androstenedionun periferal döşümü ile oluşur. Estriyol (E3), 

estradiol ve estronun karaciğerde metabolize edilmesi ile oluşur. E2 en önemli 

östrojen tipidir. E1’den 12, E3’ten 80 kat güçlü östrojenik etkileri vardır (14, 15). 

Androstenedion, overlerde E1’e ve kısmen testesterona dönüştürülür. Testesteron ise 

ya 5α-redüktaz ile 5α-hidrotestosterona ya da aromataz ile E2’ye çevrilir. Plasenta, 

adrenal korteks ve testislerde de E2 sentezi yapılmaktadır. Başta yağ dokusu olmak 

üzere karaciğer, böbrek, akciğer, deri, beyin gibi bazı dokularda, adrenal korteks 

kaynaklı androstenedion ve testesterondan, E1 ve estradiol sentezlenmektedir (16).  

E2’nin kadın sekonder seks karakterleri, kardiyovasküler sistem, iskelet kas 

sistemi ve immün sistem başta olmak üzere fizyolojik sistemler üzerinde oldukça 

etkili bir hormon olduğu yapılan pek çok araştırmayla ortaya konmuştur (3, 15, 17-

19). E2 erkeklerde dişilerden daha düşük düzeyde sentezlenmektedir, ancak her iki 

cinsiyette de temel hücresel mekanizmalarda önemli roller üstlenmektedir (4).  

 E2 merkezi ve periferik sinir sisteminde önemli rollere sahiptir. Bu hormonun 

reseptörleri, amigdala, hipokampus, korteks, serebellum, spinal kord ve periferik 

sinirlerde yaygın olarak bulunmaktadır (20). E2, nöromodülatör ve nörotransmitter 

maddelerin sentez, ekspresyon ve reseptör aktivitelerini düzenler. Ayrıca nöronların 

gelişimi ve sinaptik fonksiyonların düzenlenmesinde görev alır. E2 düzeyi 

azaldığında sinaptik ileti azalır ve nöronlarda yapısal değişiklikler oluşur (21). E2’nin 

sinir sistemindeki bir diğer önemli rolü beyin vasküler yapılarındaki endotel 

hücrelerinde bulunan reseptörler yoluyla total serebral ve serebellar kan akım hızını 

kontrol ederek glikoz kullanımını düzenlemesidir.  

Yapılan çalışmalarda E2’nin hipokampal nörogenezis için vazgeçilmez 
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olduğu gösterilmiştir. İki gün boyunca E2 uygulanan sıçanlarda hipokampal CA1 

piramidal hücrelerinde dendrit sayılarının %30 arttığı ve böylece eksitatör sinaptik 

bağlantı sayısının arttığı belirlenmiştir (21). E2 β reseptörü bulunmayan farelerle 

yapılan çalışmada, belirgin morfolojik anomalilerle birlikte, bu farelerin serebral 

korteks’inde nöronların miktarında ve organizasyonunda eksiklikler belirlenmiştir 

(22). Nörotransmitter sistemleri üzerinde önemli düzenleyici etkilere sahiptirler (23). 

Kalp-damar ve nörolojik sistemlerde E2’nin antioksidan rolünün olduğu iyi 

bilinmektedir. E2’nin mitokondriyel fonksiyonları ve kalsiyum girişini düzenleyerek 

oksidatif stresi ve apoptozisi azalttığı yönündeki kanıtlar gittikçe artmaktadır (5, 6, 

24-27). Postmenopozal kadınlarda premenopozal kadınlarla karşılaştırıldığında, 

okside GSH ve MDA gibi oksidatif stres markırlarının plazma konsantrasyonları 

daha yüksek bulunmuştur (28). Preklinik çalışmalarda da ovariektomize sıçanlarda 

ovaryan E2 çekilmesinin oksidatif stresi ve apoptozisi tetiklediği çeşitli çalışmalarda 

bildirilmiştir (7, 8, 29). Postmenopozal dönemde ovaryumdan E2’nin salgılanmasının 

azalmış olması nedeniyle, postmenopozal kadınlarda oksidatif stresin tetiklediği 

doku hasarı ve nörodejenerasyonun ve ağrı duyarlılığının arttığı çok sayıda 

çalışmada rapor edilmektedir (5, 8, 25). 

AKG hücrelerinde bulunan TRPV1 kanalları, E2 ile inhibe edilmektedir (30). 

E2, genomik ve non-genomik mekanizmalarla etkilerini gerçekleştirebilir. Genomik 

mekanizmalarda hücre içindeki reseptörüne bağlanan hormon, spesifik gen 

transkripsiyonu ve protein sentezi sağlayarak uzun süreli etki oluştururken, genomik 

olmayan mekanizmada ise; E2 birincil haberciyle bağlantı kurarak iyon kanallarının 

iletkenliğini veya nöronal uyarılabilirliği değiştirir (31).  E2’nin hücre içi reseptörleri 

ER-α ve ER-β’dır. Ayrıca hücre membranı üzerinde bulunan G-protein-kenetli 

reseptör (GPR30), E2’nin non-genomik hızlı etkilerine aracılık eder (31).   E2’nin 

cAMP/protein kinaz A, protein kinaz C, mitojenle etkileşen protein kinaz (MAPK) 

ve ekstrasellüller sinyal düzenleyici kinaz (erk)  gibi ikinci haberci sistemler 

üzerinden ağrıyı düzenlediği kabul edilmektedir (3).  

Ağrı, çok fazla sayıda nedene bağlı olarak oluşabilen ve birçok fizyolojik 

mekanizmanın devreye girdiği aşırı derecede karmaşık bir duyudur. Uluslararası 

Ağrı Araştırmaları Birliği (International Association for the Study of Pain = IASP) 
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ağrıyı; “yaşanmakta olan veya potansiyel doku zedelenmesi ile ilişkilendirilen veya 

böylesi bir zedelenme bağlamında betimlenen hoş olmayan, rahatsız edici bir duyusal 

ve duygusal deneyimdir” şeklinde tanımlar. Nosisepsiyon ise “duyusal reseptörlerin, 

karşılaştığı zararlı uyaran ile ortaya çıkan bilinçsiz tepkileri” olarak tanımlanmıştır 

(15).  

Son yıllarda E2’nin sinir sistemi üzerindeki etkilerine ilgi artmış özellikle ağrı 

yolaklarındaki fonksiyonları üzerinde çalışmalar yoğunlaşmıştır. E2 reseptörlerinin 

sinir sisteminde yaygın olarak bulunduğu ve bu hormonun otonom ve duysal sistem 

üzerinde önemli rol aldığı kabul edilmiştir (32). İmmünohistokimyasal çalışmalar 

sinir hücrelerinde ve gangliyonlarda ER-α’nın ER-β’dan daha yaygın olarak 

bulunduğunu ve bu reseptörün E2’nin sinir sistemi üzerindeki etkilerine daha fazla 

aracılık ettiğini belirlemiştir (4). Bu nedenle E2’nin ağrı modülasyonunu α reseptörü 

üzerinden yaptığı düşünülmektedir. ER-α-yoksun veya ER-β-yoksun farelerle 

yapılan çalışmalar, E2’nin ER-α üzerinden pro-nosiseptif etkiye neden olabildiğini, 

ER-β üzerinden ise anti-nosiseptif etkilere neden olabildiğini belirlemiştir. Bunlara 

ek olarak GPR30 üzerinden E2’nin hızlı etkileri olduğu da düşünüldüğünde, 

literatürde bu hormonun ağrı üzerindeki etkileri ile ilgili farklı sonuçların çıkması 

olağan karşılanabilir.  

Rahatsız edici uyaranlarla oluşan nosisepsiyonun E2 ile modüle edilebildiği 

ile ilgili çalışmalarının sonuçları yoğunlukla E2’nin ağrı düzenlenmesinde etkili 

olduğunu gösterirken; az sayıda çalışmada ise sonuçlar belirsizdir (3). Deneysel 

olarak E2 çekilmesi sağlanan sıçanlarda, E2 yetersizliğinin rahatsız edici uyarana 

karşı ağrı eşiğini düşürdüğünü, yanıt hızı ve şiddetini arttırdığı gösterilmişken (33-

37), az sayıda çalışmada ise gruplar arasında fark olmadığı bulunmuştur (38, 39). 

 

2.2. TRP Kanalları 

Nosiseptif duyusal sinirlerin sonlanmalarında konumlanmış, tehdit/rahatsız 

edici potansiyeli olan termal, mekanik veya kimyasal uyaranlara yanıt veren çeşitli 

reseptörler bulunmaktadır. Bunların çoğu, TRP kanalları denen seçici olmayan bir 

katyon kanalı ailesinin öğeleridir (15).  
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Günümüzde memelilerde yaklaşık 30 üye içeren TRP kanalları yeni bir 

katyon kanalı ailesi olarak tanımlanmaktadır. TRP kanalları kan basıncı ve düz kas 

tonusunun düzenlenmesi, renal Ca+2 / Mg+2 iletimi, keskin tad ve kokulu bileşiklerin, 

mekanik değişikliklerin, ağrının, ısının, tadın, kokunun, sesin, ışığın algılanması gibi 

çok önemli birçok süreçte rol oynamaktadır (40-42).  

Amino asid benzerliklerine göre TRP ailesi 7 alt aileye ayrılmaktadır (43). 

TRP conancial (TRPC) yedi alt aileden, TRP vanilloid (TRPV) altı alt aileden, TRP 

melastatin (TRPM) sekiz alt aileden, TRP polisistein (TRPP) üç alt aileden, TRP 

mukolipin (TRPML) üç alt aileden ve TRP ankirin (TRPA) tek üyeden oluşmaktadır 

(44, 45). TRP katyon kanallarının çok sayıda hastalığın fizyopatolojisinde önemli 

rollere sahip oldukları belirlenmiştir. Bu kanalların yapısal olarak ortak yönleri fazla 

olsa da bu kanalların alt tiplerinin aktivatörleri farklılık göstermektedir.  

TRP kanallarının temel yapısını, bazı TRPP’ler hariç, membranı 6 kez geçen 

bölgelerin oluşturduğu önerilmektedir. 5 ve 6 segmentleri arasındaki hidrofobik 

halkanın iyon kanalı oluşturan por olduğu ve NH2 ve COOH uçlarının sitoplâzmada 

bulunduğu düşünülmektedir. TRP alt tipleri homo ya da heterotetramerik yapılar 

oluşturarak fonksiyon göstermektedirler (40, 46). İnvivo olarak, fonksiyonel TRP 

kanal komplekslerinin bir araya gelişi homo / hetero multimerleşme ve yapısal 

proteinler ile kompleks oluşumlar tarafından yönetilmektedir (47). Farklı dokularda 

önerilen fizyolojik işlevler ile heterolog ekspresyon sistemlerinde gözlenen TRP 

kanallarının işlevsel özellikleri arasındaki farklılıklar bu oluşumlar ile açıklanabilir.   

 

2.2.1. TRPV Katyon Kanalları 

Memelilerde altı üyeye sahip TRPV (vanilloid) ailesi 4 alt gruba 

ayrılmaktadır: TRPV1/TRPV2, TRPV3, TRPV4 ve TRPV5/6 (48, 49). TRPV 

ailesinin üyeleri tetramerik kompleks olarak işlev göstermektedir. TRPV kanallarının 

tümü 3-5 NH2-ucu ankyrin tekrarlarına sahiptir (50).  

TRPV2 gerilim ile aktive olan bir kanaldır ve damar düz kasında 

mekanosensör olarak işlev göstermektedir (51) ve olasılıkla iskelet kası ve kalp 

kasının dejenerasyonu ve ağrı yolağında da rol oynamaktadır (52). TRPV4’ün 

fizyolojik fonksiyonları arasında santral ve periferal termoduyarlık, mekanoduyarlık, 

6 
 



 

osmoduyarlık ve bazal Ca+2 homeostazı yer almaktadır (53, 54). TRP ailesinin en 

yüksek Ca+2 selektif kanalları TRPV5 ve TRPV6 kanallarıdır ve bu kanallar Ca+2 ile 

düzenlenmektedir (55). Bu iki kanal fizyolojik koşullar altında kalsiyumu iletirken, 

ekstraselüler kalsiyumun yokluğunda tek değerli katyonları iletir. TRPV5 böbrekte 

Ca+2 reabsorbsiyonu için önemli iken TRPV6 bağırsakta önemlidir (56). TRPV1, bu 

kanallar içinde ağrı modülasyonu ile ilgili olarak ilgiyi en fazla çeken kanal 

olmuştur.  

 

2.2.1.1. TRPV1 Katyon Kanalı 

TRPV1, Kapsaisin (CAP) ve CAP benzeri etki oluşturabilen, yüksek ısı 

(>430C)  ve asit (pH≤5) ile aktive olan bir iyon kanal reseptörüdür. TRPV1, duysal 

nöronlar ve gangliyonlarda yaygın olarak bulunur. Ayrıca diğer nöronlarda ve nöron 

içermeyen çeşitli hücrelerde de bulunduğu gösterilmiştir (57, 58). Bu reseptörler 

çeşitli uyaranlarla aktifleştiği zaman hücre içine Ca+2 iyonunun akışı uyarılır (59, 

60). Vanilloidler ekzojen ve endojen olarak ikiye ayrılırlar (61). Endojen 

vanilloidlere örnek olarak yangıya bağlı pH değişiklikleri ve yüksek sıcaklık 

değişiklikleri (62), ekzojen vanilloidlere ise, kaktüsde bulunan rezinferatoksin, 

anandamide ve acı kırmızıbiberin etken maddesi CAP verilebilir (63). CAP, bu 

kanalların araştırılmasında en fazla kullanılan eksojen vanilloiddir (64). 

TRPV1, ağrı iletimi ve enflamasyon ile indüklenen termal hiperaljezi 

aktivasyonundan sorumlu tutulmuştur (61). Ağrı algılamayı sağlayan nosiseptörlerin 

periferik sonlanmaları üzerinde bulunan TRPV1’in modülasyonu ile somatosensör 

sistemde ağrı mesajlarının algılanması ve enflamatuar termal hiperaljezi gelişmesi 

sağlanabilir. TRPV1’in çeşitli ajanlar tarafından modülasyonunun altında yatan 

mekanizmaların anlaşılması sayesinde, ağrının azaltılması için yeni tedavi olanakları 

sunulabilir (65) 

TRPV1 kanalları yapısında sistein grupları içermektedirler (66). Sistein’lerin 

birçok sinir hücresinde antioksidan rolü vardır. Sistein aminoasidi glutatyon (GSH), 

lipoik asit ve glutatyon peroksidaz gibi birçok antioksidan için kaynak 

oluşturmaktadır. Yakın zamanda grubumuzun yaptığı çalışmalarda TRPV1 kanal 

aktivasyonlarında GSH ve N asetil sistein (NAC) antioksidanlarının düzenleyici rolü 
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gözlenmiştir (12, 67). Bu TRPV1 yapısındaki sistein grupları oksidatif stres ve nitrik 

oksit ile aktive olunca TRPV1 kanalları açılmakta ve Na+ ile Ca+2 akışları 

gerçekleşmektedir (11).  

TRPV1 katyon kanalları nosiseptif ve inflamatuar ağrılarda önemli bir 

düzenleyicidir ve TRPV1 ekspresyonu, aktivasyonu ve modülasyonunun ağrı ile 

ilişkili olduğu iyi bilinmektedir (68). Yüksek sıcaklık, ekstrasellüler ve intrasellüler 

pH dengesizlikleri ve kanalın direk uyaranı olan CAP gibi birçok fiziksel ve 

kimyasal uyaranla kanallar aktive olabilir ve nosiseptif yanıt oluşur. AKG ve 

nöronlarda, özellikle nosiseptif afferent liflerde rahatsız edici uyaranların 

belirlenmesi ve düzenlenmesinde TRPV1’in önemli rol oynadığı belirlenmiştir (69). 

TRPV1 geninden yoksun farelerde rahatsız edici uyarana karşı oluşan akut ağrının bu 

kanallar aracılığıyla düzenlendiği gösterilmiştir (70).   

TRPV1 antagonistleri ile yapılan çalışmalarla; çeşitli ağrı modellerinde bu 

katyon kanalının etkili olduğu, ağrı taşınması ve modülasyonunda önemli rol aldığı 

belirlenmiştir (71).  

TRPV1 yalnız rahatsız edici dış uyaranlarla değil düşük pH, yüksek ısı (>43°) 

ve anandamidler gibi iç uyaranlarla da aktive olabilir (72), ayrıca prostaglandinler ve 

bradikinin gibi inflamatuar ajanlar da bu kanalları aktive eder (73).  TRPV1 gen 

eksikliği olan farelerde termal nosisepsiyonun ve iltihaba bağlı termal hiperaljezi 

düzeyinin düşük olduğu; inflamasyon ve sinir hasarına bağlı mekanik allodininin ise 

farklı olmadığı görülmüştür (61). Honore ve ark. çalışmasında ise ratlarda nöropatiye 

ve inflamasyona bağlı allodini düzeyinin de azaldığı gösterilmiştir (74).  

 

2.3. Östrojen, Kalsiyum Sinyali ve TRPV1 Katyon Kanalı 

Kalsiyum, hücrenin oluşumundan ölümüne kadar bütün hücresel süreçleri 

yönlendiren bilginin genel taşıyıcısı olarak tanımlanmaktadır (75). Günümüzde hücre 

bölünmesi, hücresel motilite, hormon sekresyonu, metabolizma, sinir sisteminin 

gelişimi ve sinirsel iletim, protein döngüsü, gen ekspresyonu ve programlı hücre 

ölümü gibi hücresel süreçlerde kalsiyumun rolü gösterilmiştir (76, 77). Kalsiyum 

homeostazındaki küçük bir aksaklık önemli hücresel yolakların işlevlerinin 

bozulmasına ve beraberinde birçok hastalığa neden olmaktadır (13). Ca+2 aktif 
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hücrelerde oluşturulan bir ikinci haberci olarak rol alırken aynı zamanda bir hormon 

ya da büyüme faktörü gibi hücre membranının dışında da gerçek bir birinci haberci 

olarak çalışabilmektedir. Kalsiyumun sinyal üretimine yönelik fonksiyonu sitozolik 

miktarının artması ile doğru orantılıdır (77). Eş zamanlı birçok zıt yönlü iyon 

kanalının açılması ya da kapanması sayesinde hücre içerisindeki Ca+2 yoğunluğu, 

artabilmekte veya azabilmektedir. Hücre içi kalsiyum konsantrasyonu artışı, hücre 

zarına yerleşik vaziyetteki iyon kanalları ve endoplazmik retikulum (ER) ile 

sarkoplazmik retikulum (SR) yüzeyindeki iyon kanalları vasıtası ile olmaktadır. 

Buna zıt olarak Ca+2 konsantrasyonu azalması ise hücre zarında ve ER/SR üzerinde 

yerleşik Ca+2 ATPaz’lar vasıtasıyla yoğunluk farkı veya enerji harcanması ile 

neticelenen bir takım değiş-tokuş mekanizmaları (Na+/Ca+2) tarafından sağlanır (78). 

TRP kanalları, endokrin sistem ve çevresel faktörlerin etkisiyle kalsiyumun 

hücre içine giriş/çıkışını düzenleyerek total kalsiyum miktarını belirler. Aşırı 

soğuk/sıcak, düşük pH, çeşitli bitki etken maddeleri ile hayvan zehirleri gibi canlı 

için uygun olmayan koşullarda bu kanallar aktive olarak hücre içine kalsiyum iyonu 

geçişine neden olur. Kalsiyum iyonu miktarındaki değişim, hücrede fizyolojik veya 

patolojik süreçlerin başlamasına neden olur. Steroid hormon sentezi ve sekresyonu 

da bu süreçlere dahildir (79). TRP kanalları steroid hormon sentezinin kontrolünde 

rol alırken, bu hormonlar da TRP kanallarının aktivitesi üzerinde etkili olmaktadır. 

Steroid hormonlarla TRP kanalları üzerindeki bu etkileşim, gelişim anomalileri, 

vücut ısısının düzenlenmesi ve cinsiyet farklılığının duysal uyarı hassasiyetini 

değiştirmesi gibi çok önemli olaylara neden olmaktadır (79). E2 uygulaması yapılan 

OVX ve OVX olmayan sıçanlarla yapılan çalışmada TRPV1 antagonistleri 

Kapsazepin (CPZ) ve 5-iodoresiniferatoxin’in intrahipokampal enjeksiyonu 

sonrasında allodini’nin önemli düzeyde azaldığı belirlenmiştir (74).  

AKG nöronları TRPV1 reseptörlerinin yanısıra çok sayıda E2 reseptörüde 

eksprese etmektedir. AKG nöron kültürünün uzun süre E2’ye maruz bırakılmasından 

sonra, bu nöronlarda majör kimyasal/termal nosiseptif uyarana yanıtın azaldığı 

görülmüş ve bu durumun TRPV1 kanallarının inhibe edilmiş olmasından 

kaynaklandığı rapor edilmiştir (30). Benzer şekilde ATP’nin tetiklediği kalsiyum içe 

akışının da E2 tarafından inhibe edildiği belirtilmiştir (30). 
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Selektif E2 agonisti, TRPV1’in kimyasal aktivasyonunu etkileyerek termal 

hiperaljezi, nörojenik inflamasyon ve diğer ağrılı durumları azaltmıştır (30). 

 

2.4. Ağrı ve TRPV1 

TRPV1’in ağrı duyusunun taşınması ve belirlenmesinde rol alan duysal 

nöronları stimüle etmesindeki rolü çok sayıda çalışmada ele alınmış ve bu kanalların 

nosiseptif ve inflamatuar ağrıda önemli düzenleyiciler olduğu gösterilmiştir (61, 71, 

80). Fizyolojik koşullarda TRPV1 katyon kanalları inaktif iken; rahatsız edici 

kimyasal ve termal uyarıların varlığında aktive olurlar (71, 81). TRPV1 iki yolla 

aktive olmaktadır. 1. aktive edici fiziksel veya kimyasal bir uyarıcı etkisiyle kanalın 

direkt olarak açılmasıdır. 2. TRPV1’in aktivasyonunda bir diğer önemli yol ise 

kanalın prostaglandinler (PG), bradykinin, endojen lipit türevleri gibi inflamatuar 

mediyatörlerle allosterik olarak düzenlenmesidir (82). Aktive olan kanaldan sitozole 

aşırı Ca+2 geçişi olur ve hücre içi kaspaz yollarının aktivasyonuna neden olarak 

hücresel ölüme yol açabildiği  edilmiştir (81, 83, 84).   

TRPV1 kanallarının, AKG, trigeminal gangliyon ve vagal gangliyonlarda, 

ayrıca bu gangliyonların bipolar duysal nöronlarının periferik ve santral uzantıları 

üzerinde yoğun olarak eksprese edildiği bildirilmiştir. Primer duyusal nöronlar ağrıyı 

periferden medulla spinalise taşırlar. Primer duyusal aferent liflerin periferik uçları 

(nosiseptör) deri, subkutan doku, periost eklem kapsülü, kas (çizgili kas ve düz kas), 

adventisya, plevra ve peritonda lokalizedir ve de miyelinsiz sinir uçlarıdır. Santral 

uçları medulla spinalis arka boynuzunda spinal nöronlarla sinaps yapar. TRPV1 

eksprese eden bu nöronlar, C ve Aδ olarak sınıflandırılan miyelinsiz veya ince 

miyelinli sinir lifleridir (69, 85). Bu sinir liflerinin CAP’ duyarlı olduğu ve bu lifler 

üzerindeki TRPV1 kanallarının uyarılması ile substans P (SP) ve kalsitonin gene-

ilişkili peptid (CGRP) gibi nöropeptidlerin salınımına neden olarakta ağrıya yol 

açtığı rapor edilmiştir (86).  

TRPV1’in duysal nöronlarda nöropeptidlerin salınımında rol oynadığı son 

yıllarda yapılan çalışmalar ile saptanmıştır. CAP’ın TRPV1 ile bağlanmasıyla başlıca 

Ca+2 olmak üzere Na+, ve K+ iyonlarının hücre içine akışı şekillenmektedir. Bu 
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durum nöronlarda depolarizasyona ve nöropeptid maddelerin, salgılanmasına yol 

açarak ağrıya neden olmaktadır (87, 88).   

Nosiseptif sinaptik iletimin düzenlenmesi, patolojik ağrı durumlarının 

çoğunun gelişiminde ve onarımında, büyük önem arz etmektedir. Nosiseptörlerle 

periferden algılanan bilgiyi medulla spinalise taşıyan primer duyusal nöronların 

santral uçları medulla spinalis arka boynuzunda spinal nöronlarla sinaps yapar. Bu 

sinapslar ve bu alanda salgılanan nörotransmitterler ağrının modülasyonunu 

sağlamaktadır. Periakuaduktal gri cevher (PAG) nöronları, formasyo retikülaris ve 

lokus seruleus gibi supraspinal inen kontrol mekanizmaları, medulla spinalis 

düzeyinde primer afferentleri baskılayıp kontrol altında tutar. TRPV1 kanallarının 

periakuaduktal gri cevher nöronları, amigdala’da, anterior, cingulat ve insular 

korteks gibi beynin ağrı iletimi ve düzenlenmesi ile ilgili alanlarında eksprese 

edildiği (89, 90) ve ağrının inen yollarında glutamaterjik ve glisinerjik, serotonerjik 

ve noradrenerjik iletimin modülasyonunda da rol aldığının belirlenmesi (91, 92) ağrı 

ile ilgili son araştırmalarda en çok ilgi gören hedeflerden biri olmasını sağlamıştır 

(93). Bu yolların aktivasyonu hiperaljeziye neden olurken, desentizasyonu ağrı 

yanıtının azalmasına neden olmaktadır.  

 

2.5. Ağrı ve Menapoz 

Ovaryan hormon seviyelerinin değişiminin, sadece cinsiyet farklılaşması ve 

üreme üzerinde değil hafıza, duygu durumu, nöronal canlılık ve transmisyon ile 

birlikte duysal iletişimde de önemli olduğu belirlenmiştir (94). Bu hormon seviyeleri, 

fizyolojik menopozla veya ovariektomi – gonadoektomi gibi cerrahi işlemler sonucu 

belirgin olarak değişmektedir.  İnsanlarda menopoz, östrojenin belirgin olarak 

eksikliğine sebep olmaktadır (95). Preklinik çalışmalarda OVX, menopoz modeli 

olarak kullanılmaktadır. 

Menopoz sonrası dönemde overyan E2 salınımının azalmasıyla birlikte, 

oksidatif stres ve apoptozisin tetiklendiği çeşitli çalışmalarda bildirilmiştir (5, 6). 

Menopozda, sitozole kalsiyum iyon artışının periferal ağrı oluşumunun yanı sıra, 

mitokondriyal depolarizasyon artışı oksidatif stres ürünlerinin daha da artmasına, 

ayrıca kaspaz ve apopitotik yolakların uyarılmasına neden olduğu bilinmektedir (7, 
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8). E2 yetersizliğinin, AKG ve hipokampüs sinir hücrelerinde VGCC ve kimyasal 

kapılar aracılı sitozole kalsiyum iyon akışının migren ataklarına, periferal ağrıya ve 

epilepsi gibi sinirsel hastalıkların oluşumuna neden olduğu iyi bilinmektedir (9, 10).  

Ağrı, duysal ve duygusal boyutları olan kompleks bir durumdur. E2 birçok 

karmaşık yolla ağrıyı modüle edebilmektedir. E2 doğrudan SSS reseptörlerine 

bağlanır ve ağrı ile ilgili nörotransmitter sistemlerle etkileşerek bunların reseptörlerin 

nicelik ve niteliksel değişimlerine neden olmaktadır. E2 serotonin ve beta-adrenerjik 

reseptörlerinin sayısında düşüşe neden olur (96).  E2 çekilmesi, dopamin reseptör 

duyarlılığının artması ile ilişkilidir (97). 

Östrojen ile serotonin arasındaki ilişki, araştırmaların odaklandığı diğer bir 

konudur. Serotoninin selektif 5-HT1B reseptör agonistleri olan triptanların, 

perimenstruel proflaksisinde yararlı olmasının altında yatan mekanizmalar, tam 

olarak açıklanamamıştır. Seks steroidleri, beyinde, spinal korda ve periferal 

sinirlerde nörotransmisyonu modüle etmekte ve diğer nörotransmiterlerin reseptör 

aktivitelerini etkilemektedirler (4). Östrojenin, serotoninin üretilmesini artırdığı, 

yıkımını ve geri alımını azalttığı ileri sürülmektedir. Progesteron yokluğunda, 

östrojen çekilmesi migreni tetikleyebilirken, progesteronun Gama-amino bütirik asit 

(GABA)erjik aktivitesinin ağrı ve ağrı algısını modüle etmesi de olasıdır (98).   

Diğer bir varsayıma göre; östrojen ve progesteronun çekilmesinin ardından 

endometrium dökülür ve prostaglandinler serbestleşerek dolaşıma geçer; bu durum, 

endometriumda vazokonstrüksiyona neden olur ve endometrial hücreler zarar görür. 

Buna bağlı olarak prostaglandin sentezi devam eder.  Aşırı miktarda prostaglandinin 

dolaşıma geçmesi ile menoraji ve/ veya dismenore ile ilişkili baş ağrısı ve kusma 

ortaya çıkar (99).    

E2, nosiseptif duysal ağrıda da önemli rol almaktadır. Duysal ağrıyı taşıyan 

AKG nöronları, E2 reseptörü yanısıra TRPV1 reseptörü de eksprese etmektedir. Bu 

nedenle bu kanalların inhibisyonu ve aktivasyonunun nosiseptif ağrıdaki önemi 

birçok araştırmaya konu olmuştur. Çeşitli deneysel ağrı modellerinde OVX’in ağrı 

yanıtını arttırdığı (33, 100), azalttığı (101, 102)  veya etkilemediği (38) yönünde 

raporlar vardır.  

AKG nöron kültürünün uzun süre E2’ye maruz bırakılmasından sonra, bu 
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nöronlarda majör kimyasal/termal nosiseptif uyarana yanıtın azaldığı görülmüş ve bu 

durumun TRPV1 kanallarının inhibe edilmiş olmasından kaynaklandığı rapor 

edilmiştir (30). Benzer şekilde ATP’nin tetiklediği kalsiyum içe akışının da E2 

tarafından inhibe edildiği belirtilmiştir (30). Selektif E2 agonisti, TRPV1’in kimyasal 

aktivasyonunu etkileyerek termal hiperaljezi, nörojenik inflamasyon ve diğer ağrılı 

durumları azaltmıştır (30). AKG hücrelerinde bulunan TRPV1 kanalları, E2 ile inhibe 

edilmektedir (30). 

Sanoja ve Cervero farelerde OVX ile karın bölgesinde viseral hiper 

sensitivitenin ve duysal hiperaljezinin arttığını belirlemişlerdir (33, 34). Bradshaw ve 

Berkley OVX ile indüklenen vajinal hiperaljezinin E2 tedavisi ile düzeldiğinin 

göstermişlerdir  (103) Benzer şekilde, Ceccarelli ve ark. OVX’in formalinle 

indüklenen duysal ağrının E2 ile azaldığını rapor etmişlerdir (104). Bir diğer 

çalışmada E2 takviyesinin OVX’in indüklediği nosiseptif hipersensitiviteyi düzelttiği 

belirlenmiştir (94). Tüm bu raporlar, plazma E2 seviyelerinin azalmasıyla birlikte 

ağrı duyarlılığının arttığını, E2 tedavisinin ise durumu düzelttiğini göstermektedir. 

 

2.6. Patch Clamp 

1947’de Kenneth Cole tarafından başlatılan çalışmalar, Neher ve Sakman’ın bu 

çalışmaları devam ettirmesi, neticesinde tek bir iyon kanalına ait akım kaydını almayı 

başardılar ve bu yönterni ‘‘patch clamp" olarak isimlendirdiler. Bu çalışmalarıyla 

Neher ve Sakmann, 1991 yılı Nobel ödülünü aldılar (105). 

Hücre düzeyinde biyoelektriksel sinyallerin kayıt edilmesi uygulama açısından en 

zor laboratuar yöntemleri arasında yer almaktadır. Hücre veya hücre kısımlarından kayıt 

yapılması amaçlandığında bu yöntemler gerçekten çok zorlu hale gelir. Bunun iki temel 

nedeni vardır, birincisi hücrelerin gözle görülemeyecek kadar küçük olmaları nedenileyle 

ortaya çıkan manipulasyon güçlüğü ve biyo-elektriksel sinyallerin küçük ve zayıf olmalarıdır 

(106). Tek kanal akımları, standart bir elektronik devredeki akımdan 10 milyar kez daha 

küçüktür. Bu durumda sinyal çoğu zaman ortamdaki gürültü içinde kaybolur. Düzgün kayıt 

yapabilmek için izole ortamlar ve iyi tasarlanmış kayıt sistemlerine ihtiyaç vardır. 

Elektrofizyolojik deneylerde yaygın olarak iki parametre kayıt edilir, membran 

potansiyeli ve membran akumları. Bu parametreler, sırasıyla seçici geçirgen membranın 
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iki yakası arasındaki asimetrik iyon konsantrasyonu ve iyonların membran üzerinden hareket 

etmesi sonucu oluşur. Hücre membranının iç kısmı dışa göre daha negatif potansiyele 

sahiptir. Membran potansiyeli değişiklikleri hücresel fonksiyonla ilişkili olduğundan 

membran potansiyelinin takibi çok önemlidir. 

Hücresel elektrik sinyallerini kayıt etmenin en yaygın şekli hücre içine 

yerleştirilebilen mikro elektrod yöntemlerini kullanmaktır. Bunun için cam pipetler ısıtılıp 

çekilmek suretiyle uçları çok küçük cam mikro pipetler üretilir. Bunlar iyi iletken sıvılarla 

doldurulup uygun yardımcı aletler ve kayıt cihazları kullanılarak hücre içine yerleştirilir 

ve bu sayede membran potansiyeli kayıt edilebilir. Elektrofizyoloji deneylerinde 

kullanılan mikroelektrodların direnci elektrodun boyutları ve doldurma sıvılarına bağlı 

olarak değişir. Kayıt cihazları olarak amfiler kullanılmaktadır. Gümüş telin klorla 

kaplanmasıyla elde edilen Ag / AgCl elektrodları en çok kullanılan elektrodlardır. 

Ancak uzun süreli kullanımlarda CI - kaybı nedeniyle AgCI elektrod bitip gümüş açığa 

çıkabilir. Bu durum gürültü (noise) oluşumuna neden olur ve kayıt alınmasını engeller. 

AgCI elektrod üretmek için gümüş tel çamaşır suyu (hipoklorit) içinde 1 gece bekletilir. 

Kısa sürede gümüş elektrolizle kaplanıp siyah bir renk alır. Üretilen elektrodlar eğip 

bükmeden kullanılır ve zaman zaman bu işlem tekrarlanır (107). 

Elektrofizyoloji deneylerinde temel amaç normal ve patolojik şartlarda kayıt 

edilen biyoelektriksel sinyalin yapısal ve iyonik mekanizmalarını açığa kavuşturmaktır. 

Akım clamp yöntemini kullanarak bu amaca ulaşmak bazı deneyler için mümkün olabilir. 

Mesela, bazı doğal uyarı formlarının etkisinin kontrollü olarak araştırılması, aksiyon 

potansiyelinin kaydı ve temel özelliklerinin belirlenmesi, hücrenin giriş direncinin deneysel 

ölçümü gibi temel bazı deneyler akım clamp yöntemiyle rahatlıkla gerçekleştirilebilir. 

Ancak membranın doğrusal olmayan özellikleri düşünüldüğünde akım clamp yeterli 

deneysel imkanı sağlamaz. Örneğin, bu yöntemle bir sinir hücresini eşik üstü bir uyarıyla 

uyardığımızda gözlenen aksiyon potansiyelini oluşturan, voltaj bağımlı kanalların 

davranışını incelemek mümkün değildir. Çünkü akım clampta voltaj, bağımlı 

değişkendir dolayısıyla serbest değişir. Örneğin biz -20 mV seviyesinde potasyum 

kanallarının davranışını incelemek istememize rağmen hücre bu seviyede akım clamp ile 

belki sadece anlık bir süre için tutulabilir. Hâlbuki bu amaca ulaşmak için membran 

potansiyelini istediğimiz gibi kontrol etmemize imkân verecek bir sisteme ihtiyaç vardır. 

Membran potansiyelini istediğimiz potansiyel seviyesinde tutmamıza imkân veren araca 
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voltage clamp denir. Voltaj clamp uygulamasında amaçlanan hücrenin istenen potansiyele 

kenetlenmesidir. Zaman içerisinde geliştirilen bu yöntem sayesinde hücre zarı 

üzerinde bulunan belirli bir bölgeden veya tek bir iyon kanalından elektrik akım 

kaydı alabilmek mümkün hale gelmiştir. Patch-clamp tekniği voltaj kenetleme 

tekniğinin geliştirilmiş halidir. 

Voltaj clamp yöntemlerinin temel amaci hücre membranının tamamının komut 

voltaji seviyesine getirilerek oluşan makroskopik membran akımlarını kayıt etmektir. 

Eğer membranın bütünü tam kontrol edilemezse bu durum hata kabul edilir. Voltaj clamp 

kayıtlarından ilgili kanal grubunun genel davranışını belirlemek mümkündür. Ancak, tek 

bir kanala ait birim iletkenliği kayıt etmeye imkân vermez. Bunun için tek kanal 

kayıtlarını mümkün kılan patch clamp tekniğini kullanmak gerekir. Bu teoride kolay 

gözükse de pratikte çok zorlu bir işlemdir. Normalde hücreden hücreye değişmek üzere 

makro akımlar pA düzeyindedir. Bu küçüklükte bir akımı temiz kaydetmek gerçekten çok 

zordur. Bir direnç üzerinde dış yörüngelerdeki labil elektronlar termal etkilerle hareket 

ederler. Bu hareketleri termal gürültü denilen istenmeyen gürültüye neden olur.  

Hücreler küçüldükçe dirençleri arttığından küçük bir membran parçasından kayıt 

yapılabilirse bu koşulun sağlanabileceğini hesaplayan Neher ve Sakmann cam bir pipetin 

altına bir membran parçasını hapsedip pipet voltajını kontrol etmek yoluyla bu amaca 

ulaşmayı düşündüler. Bunun için mekanik yöntemler ve proteolitik enzimler kullanarak 

hücre membranını temizleyip küçük uçlu pipetleri membrana bastırarak GΩ'1uk bir kayıt 

düzeni oluşturmaya çalıştılar. Ancak, elektrod uç halkasının membrana değdiği yerde 

oluşan şant yolu nedeniyle en iyi durumda bile direnç 10-20 MΩ kadar oluyordu. Bu 

şekilde yapılan kayıtlarda sinyal gürültü içinde bazen zor da olsa görülebiliyordu ama çok 

fazla deforme olduğundan ikna edici analiz ve yorumlar mümkün olmuyordu.  

Şekil 1'de gösterildiği üzere pipet içine negatif basınç uygulandığında, membran 

pipete doğru emilince cam duvar ile hücre membranı arasında sıkı bir kaynaşma sonucu 

ideal GΩ dirençli mühürlenme (giga seal) oluştuğu görülmektedir. 
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Şekil 1. Giga seal (mühür) elde edilmesi 

 

Bu kayıt sisteminin temel amacı, elektrodun ucundaki membran parçasını küçük 

tutarak tek bir iyon kanalı içeren bir membran alanı bulmak ve pipet voltajını kontrol 

ederek oluşan akımları kayıt etmektir. Pipet ucunun açıklığı genelde 1 µm civarında tutulur. 

Bu durumda membranınn kendisinden geçen akımlar çok az olduğundan kayıt edilen akım 

direkt tek iyon kanalından geçen akıma eşit olur. Giga seal konfigurasyonu 

oluşturulduktan sonra elde edilen kayıt pozisyonuna hücre üzerinde (cell attached ) 

konfigürasyonu denir. Bu pozisyon diğer kayıt pozisyonlarına geçiş pozisyonunun 

öncülüdür. Kayıt yaparken giga seal ne kadar iyi olursa o kadar iyi sonuçlar alınır. Eğer 

bu pozisyon yetersiz veya eksikse diğer pozisyonlara geçmeye çalışmanın, hatta deneye 

devam etmenin anlamıda yoktur. Ancak, bu işlem bazen çok zor elde edilir. Solusyonları 

filtrelemek, her deneme için yeni pipet kullanmak bu işlemi kolaylaştırabilir.  

Kayıt elektrodu banyo sıvısına daldırıldıktan sonra çok hızlı hareket etmek 

gereklidir. Kısa sürede ucu kirlenip bozulabilir. Bunu önlemek için pipet içine hafif bir 

basınç uygulanır. Böylece banyo sıvısı pipeti kontamine edemez. Pipet sürekli olarak 

1-5 Hz, 1-2 mV kare voltaj pulsu ile voltaj kenetlenirken akım cevabı monitorize edilir. 

Eğer pipet direnci 1 MΩ ise bu durumda 1 nA akım kayıt edilecektir. Pipet hücreye 

yanaştırıldığında pozitif basınç kesilir ve pipet direnci %50 artıncaya kadar pipet hücreye 

bastırılır. Bu aşamada pipete nazikçe negatif basınç uygulanır. Bu işlem için enjektör 

kullanılır. Hızla pipet direncinin arttığı akım cevabındaki azalmadan anlaşılacaktır. 

Eğer giga seal oluşursa akım cevabı bin kez azalıp 1 pA düzeyine düşeceğinden 
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neredeyse tamamen ortadan kalkacaktır. Bu aşamadan sonra eğer bir potansiyel 

uygulanmayacak ise pipet o mV seviyesine ayarlanıp membran parçası hücre istirahat 

halindeyken bulunduğu potansiyel seviyesinde tutulur.  

Patch clamp uygulamasında ise Şekil 2'de gösterildiği üzere, çok farklı kayıt 

konfigurasyonları olduğundan, akımın işareti ve anlamı ayrı ayrı düşünülmek zorundadır. 

Görüldüğü gibi kayıt konfigurasyonlarının çeşitliliği durumu daha da karmaşık hale 

getirmektedir. Pipetin potansiyelini arttıran yöndeki potansiyel değişiklikleri pozitif 

potansiyel olarak adlandırılır. Ancak, bunun depolarize veya hiperpolarize edici olup 

olmadığı kullanılan yönteme bağlıdır. Eğer, akım patch clamp amfisinden elektrod boyunca 

akıp membrandan geçiyorsa bu pozitif akımdır. Bu yaklaşımla cell attached 

uygulamasında (pipetin içine) pozitif potansiyel uygulaması, membran parçasını 

hiperpolarize edip negatif içe akım oluşturacaktır. 

 

 

 

Şekil 2. Patch clamp tekniğinde kullanılan konfigürasyonların gösterimi.(108)’den değiştirilerek. 
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Şekil 2'de bilenen patch clamp kayıt konfigurasyonları özetlenmiştir. Görüldüğü 

üzere giga seal konfigurasyonu diğer konfigurasyonlara geçişin öncülüdür. Hücre 

üzerinde (Cell-attached) yöntemi tam bir patch clamp tekniğidir ve en temel 

uygulamasıdır. Mikropipet yardımıyla hücre zarına temas edilir ve negatif basınç 

uygulanarak bu giga seal konfigürasyonu elde edilir. Mikropipet içerisine 

ekstraselüler tampon çözeltisi doldurulmalıdır. Bu konfigürasyonda ekstraselüler 

olarak uygulanan hormon veya kimyasal maddelerin mikropipet ile yakalanan hücre 

zarı parçasında bulunan iyon kanal akımları üzerine etkisinin ölçülmesi mümkündür. 

Kayıt esnasında pipet halen hücre ile temas ettiğinden hücre içi organellerin kanal 

üzerine olan etkileri devam etmektedir. (109-111) 

Eğer cell attached konfigürasyondayken kayıt pipetini çekersek pipetin ucunda 

hücre zarına ait fakat zardan bağımsız bir yama kalır. Genelde bu parça tekrar organize 

olup pipetin ucunda küçük bir vezikül oluşturur. Bunu önlemek için ya ortamdaki 

kalsiyum miktarı düşürülür ya da pipet yukarı çekilip havada tutulduktan sonra tekrar 

banyo sıvısına daldırılır. Bu manevralarla vezikül açılıp membranın iç yüzü dış ortama 

gelecek şekilde ‘‘içi dışarıda (inside out)" kayıt düzeni elde edilir. Hücre zarının hücreler 

arası boşluğa bakan yüzü, mikropipetin içerisinde bulunan sıvıya temas ederken 

intraselüler ortama bakan yüzü, banyo ortamına temas etmektedir. Bu nedenle, hücre 

üzerinde konfigürasyonunda olduğu gibi, mikropipet içerisine ekstraselüler tampon 

çözeltisi doldurulmalıdır. Kalsiyum ve cAMP gibi intraselüler ikincil habercilerin, 

izole edilmiş zar parçasında bulunan kanallar üzerine etkilerinin araştırılması için 

kullanılan bir yöntemdir. Hücre içi organeller olmaksızın iyon kanallarının çeşitli 

kimyasallara karşı verdiği cevapların anlaşılması için kullanılan önemli bir araştırma 

metodudur (112). 

Giga seal konfigurasyonundayken, hücreye ani vakum uygulanarak membran 

kırılır, hücre içine pipet üzerinden elektriksel erişim sağlanır ve Tüm Hücre (Whole-cell) 

konfigürasyonu elde edilir. Mikropipet içerisine, intraselüler tampon çözeltisi 

doldurulmalıdır. Bu konfigürasyon ile hücre dışı hormonların plazma zarı üzerinde 

bulunan tüm kanal akımları üzerine olan etkilerinin incelenmesi mümkündür (113). 

Yani alınan kayıt, bir hücrenin tüm kanallarıyla verdiği cevabın bir göstergesidir. 

Pipet hücreden tamamen ayrılmadığı için kayıt esnasında hücre içi organel ile kanal 

etkileşimi devam etmektedir. Özellikle, çapı 5-20 µm arasında olan küçük çaplı 

18 
 



 

hücrelerden kayıt almak için kullanılan en uygun patch clamp konfigürasyonudur 

(114, 115).   

Tüm hücre kayıt konfigürasyonundayken kayıt pipeti yavaşça geri çekilirse 

membrandan elektrod halkasına yapışıp kopan parçalar tekrar birleşeceğinden "dışı 

dışarda (outside out)" dediğimiz durumu elde ederiz. Pipetin ucunda, hücre zarına ait 

fakat zardan bağımsız bir yama kalır. Hücre içi organellerden bağımsız bir araştırma 

olanağı sağlamaktadır (110). Böylece hücre zarının hücreler arası boşluğa bakan 

yüzü, banyo ortamına temas ederken, intraselüler ortama bakan yüzü, mikropipetin 

içerisinde bulunan sıvıyla temas etmektedir. Bu nedenle tüm hücre 

konfigürasyonunda olduğu gibi mikropipet içerisine, intraselüler tampon çözeltisi 

doldurulmalıdır. Hormonların ve bazı kimyasal maddelerin izole edilmiş zar parçası 

içerisinde bulunan iyon kanal akımları üzerine etkisinin araştırılması için kullanılan 

bir yöntemdir (112, 116).  

Pipet ucunda hücreden bir membran parçasını izole etme yöntemleri (İçi dışarıda-

dışı dışarıda) ile suni ortamlarda iyon kanalının davranışını takip etme imkanı vardır. 

Buna karşın ‘‘cell attached ve whole cell’’ tekniklerine hücreye herhangi bir müdahale 

olmadığından doğal ortama en yakın şartlarda iyon kanalı aktivitesini kayıt etmek 

mümkün olur.  Bundan dolayıdırki en sık kullanılan konfigürasyon ‘‘cell attached ve whole 

cell’’ kayıtlarıdır.  

Whole cell yöntemi patch clamp yöntemleri arasında en yaygın olandır. Yöntem tek 

elektrodla küçük hücreler üzerinde voltaj kontrolu sağlayıp hücre fizyolojisini kültür, 

beyin dilimi veya hayvanda in situ takip etmemize imkan sağladığından çok yaygın 

kullanıma sahiptir. Hücre içine yerleştirilen pipet ucu sayesinde giga seal’den whole cell 

konfIigürasyonuna geçildiğinde saniyeler içinde pipet solusyonunu hücre içi sıvısına 

karışıp onu diyaliz eder. Bu yöntemle membrandan geçemeyen kimyasalların kolaylıkla 

hücre içine uygulanması imkanı sağlanmış olur. Yönteminin temel prensibi; çapı yaklaşık 

olarak 1 µm çapında olan bir mikropipet ucu ile hücre zarı arasında mühür olarak tabir 

edilen sıkı bir yapışma sağlanmasının ardından pipet ucu içerisinde kalan hücre zarı 

parçasında bulunması muhtemel olan iyon kanal akımlarının ölçülmesine 

dayanmaktadır.  

 

1 
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Resim 1. Pipet ucu hücre teması gösterimleri 

 

Resim 1’de görüldüğü gibi pipet ucu, içinde banyo sıvısı bulunan çember 

içine daldırıldığı anda 2-8 MΩ luk bir direnç oluşur ve Resim 2A’daki kare dalga 

ekran görüntüsü elde edilir. Ekranda gördüğümüz kare dalga görüntüsü, akım ve 

direnç değerleri bizim için takibi önemli parametrelerdir. 

 

 

 

Resim 2A. Mikropipetin hücrelerin olduğu solüsyona girdiği anda, ekran görüntüsü 

 

Resim 2B’de ekran görüntüsünde gösterildiği gibi pipete negatif basınç 

uygulandığında, pipet ucu ile hücre zarı parçası arasında sıkı bir kaynaşma sonucu 

mühürlenme (seal) oluşumuna neden olur ve ilk etepta yaklaşık 50-80 MΩ’luk bir 

direnç meydana gelmektedir. Sonrasında GΩ oluşması beklenir. 
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Resim 2B. Mikropipetin hücreye teması anında ekran görüntüsü 

 

Resim 2C’de ekran görüntüsünde gösterildiği gibi pipete uygulanan negatif 

basınç sayesinde bu direnç 1-10 GΩ’a ulaşmaktadır. Oluşan bu sıkı yama ‘giga seal’ 

olarak adlandırılmaktadır.  

 

 

 

Resim 2C. Hücre ve mikropipet arasında oluşan mühürü (giga seal) gösteren ekran görüntüsü 

 

Giga seal konfigurasyonu oluşturulduktan sonra elde edilen kayıt 

pozisyonuna on cell konfigürasyonu denir. Bu pozisyon diğer kayıt pozisyonlarına 

geçiş pozisyonunun öncülüdür. Kayıt yaparken giga seal ne kadar iyi olursa o kadar iyi 

sonuçlar alınır. Eğer bu pozisyon yetersiz veya eksikse diğer pozisyonlara geçmeye 

çalışmanın, deneye devam etmenin anlamı da yoktur. Hücre içine girer girrnez pipet 

potansiyeli ile hücre içi eşitleneceğinden girmeden önce pipet potansiyelini istirahat 
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membran potansiyeli seviyesine ayarlamak uygun olacaktır. Pipet voltajı (-60 mV) 

ayarlanır, kayda başlanır ve akım kaydı takip edilir. Alınan akım kayıtları pipet 

içerisinde bulunan elektrot tarafından algılanıp amfiye aktarılır, amfide bu akım 

değerlerini bilgisayara sayısal veri olarak aktarır. Ekranda akım değerlerini sayısal 

veri olarak, aynı zamanda düz bir çizgi şeklinde görürüz. 10 – 20 sn kayıt aldıktan 

sonra, Whole cell kayıt düzenine geçmek için pipet içinde mühürlenen membran parçasını 

yırtmak gerekir (Resim 2D). Bu şekilde pipet içi ile hücre içi elektriksel bütünlüğe 

ulaşacaktır. En sık kullanılan yöntem ikinci bir negatif basınç ile bu membran parçasını 

mekanik olarak yırtmaktır. Yırtılma sırada ekranda akım değerinde ani bir düşüş gözlenir. 

Yırtılma gerçekleştikten sonra bir süre hücrenin iyon dengesinin kurulması beklenir. 

Sonrasında çalışılan kanalın agonisti/antagonisti olan bir madde ile uygulanınca Resim 2D 

de gösterildiği gibi kanalın voltajını sabit tutup akıma göre kanalın açılıp/kapandığını 

gözlemleriz. 

 

 

 

Resim 2D. Hücrede iyon kanalların açılıp kapanmasını gösteren ekran görüntüsü 
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2.6.1. Patch Clamp Setini Oluşturan Temel Malzemeler 

 

Yükselteç (Amplifikatör); 

İyi kayıt yapabilmek için izole ortamlar ve iyi tasarlanmış kayıt sistemlerine ihtiyaç 

vardır. Kayıt cihazları olarak amfiler kullanılmaktadır. Potansiyel kaydı yaparken en etkin 

kayıt düzenini sağlamak üzere mümkün olduğunca düşük dirençli elektrodlar ve giriş 

direnci yüksek amfiler kullanılmalıdır. Alınan biyopotansiyel kayıtlar yükseltilerek 

ekranda sayısal veriler haline gözlemlenir. Amfiler patch clamp tekli kanal ve tek 

hücre çalışmalarında piko amper düzeyindeki akımları ve milivolt düzeyindeki 

potansiyelleri, çevreden gelen ve noise olarak adlandırılan parazitlerden arındırarak 

sadece net kazanç elde edilen sistemlerdir. 

 

İnverted Mikroskop (Floresans);  

Bu tip mikroskoplarda; normal ışık mikroskobunun aksine objektifler 

mikroskop tablasının altına yerleştirilmiş durumdadır. Bu durum hem hücrelerin 

görüntülenmesi hem de pipetin hareket kabiliyeti ve alanının artırılması adına çok 

önemli avantajlar sağlamaktadır. Üzerinde bulunan floresans ekleme ile floresan ışık 

yayan hücrelerin görüntülenmesi mümkündür (116). Ayrıca deneyler esnasında 

hücrelerin uygun ortam sıvılarında barındırıldığı ve istenilen kimyasallarla muamele 

edildiği çember’de mikroskop sistemine dahil edilebilir bir aparattır. 

 

Mikromanipülatör;  

Patch clamp deneyleri esnasında inverted mikroskop ile hücreler görüldükten 

sonra mikroskobun makro ve mikro vidaları ile bir daha oynanmamalıdır. 

Mikropipetin ucunu hücre zarına temas ettirebilmek için üç boyutlu olarak (öne-

arkaya, sağa-sola ve yukarı-aşağı) hareket ettirilmesini sağlayan mikromanipülatörler 

kullanılmaktadır (112, 116). Kontrol paneli, kumanda, pipet ucunun bağlı olduğu 

headstage’den oluşan bir sistemdir. 
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Perfüzyon sistemi;  

Patch clamp deneyleri esnasında hücrelerin yerleştirildiği ve çember 

(chamber) adı verilen kısımda ortama sıvı alış-verişini sağlayan sistemdir. Deneyler 

esnasında kullanılacak çözeltilerin bulunduğu hazneler çember hizasından daha 

yüksek bir seviyeye konuşlandırılmıştır. Bu hazneler ince hortumlar vasıtasıyla 

çembere bağlanmış durumdadır. Haznelerin çember seviyesinden daha yüksekte 

olması nedeniyle yer çekimi etkisiyle çembere doğru doğal bir sıvı akışı 

sağlanmaktadır. Sıvının akış hızı, haznelerin hortumlara bağlandığı noktalara 

yerleştirilen musluklar sayesinde kolayca kontrol edilebilmektedir. Çembere 

gönderilen sıvı, yüksek basınç nedeniyle hücrelere ve taşma nedeniyle objektiflere 

zarar verebilir. Bu nedenle gönderilen sıvının diğer taraftan aynı hızla tahliye 

edilmesi gerekmektedir. Bu işlemi sıvının iki yönlü hareket etmesini sağlayan 

peristaltik pompa ile gerçekleştirmek mümkündür. Bazı sistemlerde; sıvının çembere 

gönderilmesinde ve tahliye edilmesinde sadece peristaltik pompalar 

kullanılabilmektedir (112, 116). 

 

Faraday Kafesi;  

İletken malzemeleri oluşturan atomların en dış yörüngelerindeki değerlik 

(valans) elektronları, atomlarından kolayca ayrılarak hareket etme yeteneğine 

sahiptirler. Dolayısıyla; kapalı bir yüzeye sahip olan iletken bir cisim, elektrik alanı 

içerisine yerleştirildiğinde bu elektronlar, iletkenin içerisindeki elektrik alanı 

sıfırlanıncaya kadar hareket eder ve bir ‘yeniden dağılım’a uğramaktadırlar. Elektrik 

alanın sıfırlanmasıyla birlikte, hareket etmelerinin gerekçesi ortadan kalkmış olur. 

Faraday kafesi bu ilkeye göre çalışır ve içindeki nesneleri dış elektrik alanlara karşı 

korur (117). İletken teller ile ağ biçiminde kaplanmış ve topraklanmış tel kafesle bu 

koruma gerçekleştirilebilir. Ağ gözü sıklığı ve topraklama kalitesi korumayı arttırır. 

Faraday kafesi sayesinde dışarıdaki elektrik alan kafesin içine etki edemez. Böylece 

Patch clamp deneyleri esnasında sağlıklı kayıtlar alınması sağlanır. Kafesin işlerliği 

için iletkenlerin iyi topraklanmış olması gerekmektedir (112). 
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Titreşim Önleyici Masa;  

Patch clamp deneyleri hücre ile pipetin temas etmesine dayanan, çalışma 

esnasında yüksek hassasiyet gerektiren bir yöntemdir. Çalışma esnasında hücre ve 

pipeti görmemizi sağlayan mikroskop ve pipetin hareketini sağlayan 

mikromanipülatör sistemi sarsıntı önleyici masa üzerine sabitlenmiş halde 

bulunmaktadır. Çalışma esnasında oluşabilecek en küçük sarsıntı bile hücre ile pipet 

arasında kurulan temasın kopmasına neden olabilmektedir. Bu nedenle darbe emici 

özel sistemlerle donatılmış, sarsıntı önleyici bir masanın kullanılması bu sistemin 

olmazsa olmazlarındandır (118). 

 

Bilgisayar Yazılımı; 

Patch master ve Fit master sisteme uygun olan yazılım programıdır. Amfi ile 

alınan biyopotansiyel kayıtlar anlayabileceğimiz sayısal veriler halinde, yardımcı 

programlar ile bilgisayara aktarılır. 

 

Borosilikat pipetler; 

Cam mikropipetlerin çalışmanın ana konusuna göre değişik tipleri 

bulunmaktadır. Genellikle borasilikatlı cam pipetler kullanmaktadır.   
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Resim 3. Patch-clamp seti genel görünümü 
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Pipet Yapıcısı (Puller) 

Patch clamp setinde kullanılan mikro pipetler, üretici firma tarafından içi boş 

silindir tüp şeklinde gelmektedir. Bu tüpleri sivrilterek hücre zarına temas edebilecek 

duruma getiren alet ise pipet yapıcısı (puller) cihazıdır. Pipet yapıcısının içinde 

bulunan pipet oluklarına, pipet yerleştirilip, aygıtın ortasında bulunan, ısıl işlem 

uygulamasına yarayan içi boş kare şeklinde olan tungsten rezistansın içinden 

geçirilecek şekilde ileriye doğru sürülerek, oluk kollarında bulunan kıskaçlar sıkılıp, 

sabitlenir. Daha sonra, önceden ramp testi yapılan cihazın ısı ayarları kullanılarak 

pipet yapımı işlemi başlatılır. Pipet yapımı esnasında, pipetin ortası ısıtılırken, aynı 

anda oluklarda sıkıştırılmış pipetin her iki tarafına, aynı doğrultuda fakat zıt yönlerde 

de çekme kuvveti uygulanır ve pipet ısı, kuvvet etkisiyle yavaş yavaş ortasından 

incelmeye başlayıp, hücreye temas edebilecek ölçülerde sivrilir. Cihazda bulunan 

hava soğutma sistemi yardımıyla pipet içi boşluğu, pipetin en sivri yerinde bile 

kapanmaz, boşluk olarak kalır. Bu da hücreden kayıt alabilmek için gereklidir (119). 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 4. Mikro pipet yapıcısı genel görünümü 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Gereç  

 

3.1.1. Kullanılan Malzemeler ve Aletler  

 

Borosilikat tüpler: Sutter Instruments (ABD)  

CO2 inkübator: (Heal Force, Smart Cell (Japonya)  

Çalkalamalı su banyosu: Termal Laboratuvar Aletleri (Türkiye) 

Çalkalama cihazı: Biosan (Türkiye) 

Derin dondurucu: Uğur (Türkiye)  

Faraday kafesi: SDÜ metal atölyesi (Türkiye)  

Falkon tüpleri: ISOLAB,  15 ml ve 50 ml hacimlerde (Almanya) 

Floresan spektrofotometre: Cary Eclipse, Varian, (Avustralya) 

Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (İsviçre)  

Hücre sayım cihazı: Casy TT, Roche, (Almanya) 

İnverted floresan mikroskop: Zeiss, Axiovert 40 CFL (Almanya)  

Isı kontrollü çember ve tablası: Luigs and Neumann (Almanya) 

Manyetik karıştırıcı: Nüve (Türkiye)  

Mikromanuplator: Luigs and Neumann (Almanya)  

Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Select BioProducts (ABD)  

Peristaltik pompa: Ismatec (İsviçre)  

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)  

Pipet yapıcı (Puller): Sutter Instruments (ABD)  

Plate reader: Infinite 200 Pro, Tecan (Avusturya) 
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Sarsıntı önleyici sehpa: SDÜ metal atölyesi (Türkiye)  

Soğutmalı santrifüj: Kubota (Japonya)  

Şarjlı pipet: Hirschmann (Almanya)  

Şarjlı pipet uçları: LP Italiana 5 ml, 10 ml hacimlerde (İtalya) 

Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya) 

Vorteks: Nüve NM 100 (Türkiye)  

Yükselteç: HEKA, EPC-10 (Almanya)  
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3.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler  

 

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

17 β – Estradiol, Cayman (ABD) 

Bakır Sülfat (CuSO4* 5H2O), 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 (H2O2), 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 (Belçika) 

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

Sodium Chloride, Merck (Almanya)  

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

Trypsin-EDTA Solüsyonu (% 0,25), Sigma (Almanya)  
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3.2. Yöntem 

34 adet, 10-12 haftalık ve ortalama 170 ± 10 gr ağırlığında, Wister Albino ırkı 

dişi sıçan kullanıldı ve 6 hayvan 1 kafese konuldu. Oda sıcaklığı 20 0C, nem oranı 

%50 ve 12 saat karanlık 12 saat aydınlık olacak şekilde ayarlandı, sıçanlara 

istedikleri kadar su ve yem verildi.  

 

3.2.1. Oluşturulan Gruplar; 

Kontrol grubu (n=10): Bu gruptaki sıçanlara deney süresince 0,2 

ml/sıçan/gün Dimethyl sulphoxide (DMSO) deri altına 14 gün süre ile uygulandı. 

 

OVX grubu  (n=12): Bu gruptaki sıçanlar ovariektomize edildi (8)ve 14 gün 

beklendikten sonra 0,2 ml/sıçan/gün placebo (DMSO) deri altına (subcutan) 14 gün 

süre ile uygulandı.  

 

OVX +  Estradiol grubu (n=12): Bu gruptaki sıçanlar ovariektomize edildi 

ve 14 gün beklenip 80 μg/kg/gün estradiol, 0,2 ml/sıçan/gün DMSO içinde çözünmüş 

olarak deri altına 14 gün süre ile uygulandı (120, 121). 

 

3.2.2. Ovariektomi İşlemi; 

OVX yapılacak sıçanlara genel anestezi (80 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg 

ksilazin) uygulandı. Anesteziyi takiben sıçanların abdomen bölgesi tıraş edilerek 

insizyonla batına girildi. Fallop tüpleri ve ovaryumlar ipek iplik ile bilateral olarak 

tüpler bağlanarak ovaryumlar çıkarıldı. Ensizyon bölgesi kapatıldıktan sonra 

operasyon sonrası beş gün boyunca sıçanlara 60 000 IU Penisilin G (Pfizer) kas içi 

uygulandı.  
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Resim 5. Deney aşamasında sıçanlara uygulanan ovariektomi işlemi aşamaları 
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Resim 6. Sıçanlardan elde edilen arka kök gangliyon hücrelerinin izolasyon işlemi aşamaları. Sırt 

omurlarından kas dokusu ayrılması (A), sırt omurlarının medial olarak eşit iki parçaya ayrılması 

(B,C), her iki vertebra arasında bulunan hücre yumakları (arka kök gangliyonları) uçları ince uçlu 

pensler vasıtasıyla yerlerinden alınması  (D). 

 

3.2.3. Sıçan Arka Kök Gangliyon (AKG) Hücreleri İzolasyonu  

AKG sinir hücreleri sıçanların inhalasyon anestezisi işleminden sonra 

dekapitasyon işlemini takiben hiç vakit kaybedilmeden sırt omurları bir bütün 

halinde çıkarıldı (12, 67). Sırt omurlarından kas dokusu ayrıldı (Resim 6A) ve 

ventral olarak özel olarak silikon maddesi ile kaplanmış yerine hareket etmeyecek 

şekilde yerleştirildi. Hücrelerin canlılığını kaybetmemesi için bir miktar DMEM 

medyumu (%89 Dulbecco's Modified Eagle Medium, %10 FBS, %1 Penisilin-

Streptomisin antibiyotik kombinasyonu) konuldu. Bu işlemden sonra omurlar medial 

hatlarının üzerinden olacak şekilde eşit iki parçaya ayrıldı (Resim 6B, 6C). Spinal 

kort ve üzerindeki zar stereo mikroskop altında özenle yerleştiği alandan dış kısma 

A B 

C D 
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alındı, bu sırada spinal kort ile sinir gruplarının bağlantısı koparılmamaya özen 

gösterildi. Her iki vertebra arasına özenle yerleştirilmiş olan hücre yumakları uçları 

ince uçlu pensler vasıtasıyla yerlerinden alındı  (Resim 6D) ve içerisinde antibiyotikli 

medyum bulunan steril petri kaplarına konuldu. Tüm hücre yumakları alındıktan 

sonra hem AKG hücreler içerisinde antibiyotikli medyum bulunan petri kutusu stereo 

mikroskop altına alınarak hücre yumaklarının gangliyon uzantılarından ayrıldı ve bir 

saat süresince inkübatörde (37 ºC ve %5 CO2) kollejenazlı (Tip IV) solüsyon (% 

0,25) içerisinde bekletildi. Bir saat sonrasında mekanik parçalama işlemine geçildi ve 

sırası ile ilk önce 1 ml hacimli (farklı genişliklerdeki uçlarla) pipet uçları ile daha 

sonra 200 mikrolitre hacimli pipet uçları ile ve en sonunda da steril insülin 

iğnelerinden geçirilerek mekanik parçalanma işlemi tamamlandı. Bu işlemler 

tamamlandıktan sonra hücreler medyumlarından ayrılmak üzere santrifuj işlemine 

tabi tutuldu. Bu işlemlerin ardından gerekli inkübasyonlar yapıldıktan sonra hücreler 

elektrofizyolojik kayıtlar alınmak üzere patch çemberine konuldu.  

 

3.2.4. Solüsyonların Hazırlanması  

Patch Clamp deneylerinde kullandığımız tampon çözeltiler, aşağıdaki 

tablolarda belirtildiği şekilde hazırlanmıştır. Çözücü olarak tüm çözeltilerde ultra 

distile su kullanılmış olup, çözeltilerin osmaolaritesi 310 mosmol/l olacak şekilde 

ayarlanmıştır (Tablo 1, 2, 3) (43). 
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Tablo 1. Normal ekstraselüler tampon çözelti hazırlama protokolü 

 

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mM)  

NaCl  140 

MgCl2.6H2O2  1 

CaCl2.2H2O2  1 

KCl  5 

Hepes  10 

D-Glukoz.H2O2  10 

pH KOH ile 7,4 e ayarlandı. 

 

Tablo 2. NMDG’li ekstraselüler tampon çözelti hazırlama protokolü 

 

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mM) 

NMDG  150 

MgCl2.6H2O2  1 

CaCl2.2H2O2  1 

Hepes  10 

D-Glukoz.H2O2  10 

pH HCl ile 7,4 e ayarlandı. 

 

Tablo 3. Hücre içi tampon çözelti hazırlama protokolü 

 

Kimyasal Madde  Konsantrasyon (mM) 

L-Glutamik Asit  145 

NaCl  8 

MgCl2.6H2O2  2 

CaCl2.2H2O2  10-3 

Hepes  8 

EGTA  10 

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

Tüm hücrelerden EPC 10 USB (HEKA, Lamprecht, Almanya) yükseltecinin 

bağlı olduğu patch master USB yazılımına sahip bir bilgisayar yardımıyla patch 

clamp tekniğinin tüm-hücre konfigürasyonu kullanılarak kayıtlar elde edildi. Tüm 

kayıtlar oda sıcaklığında (23–26ºC) alındı. Kayıt esnasında hücrelere temas etmek 

için; dış çapı 1,5 mm, iç çapı 0,86 mm ve uzunluğu 10 cm olan borosilikattan 

yapılmış tüpler kullanıldı (Sutter Instrument, Novato, ABD). İstenen çap ve 

dirençteki (2-8 MΩ) uca sahip mikropipetler elde etmek için pipet yapıcı (puller) 

kullanıldı (Sutter Instrument, Novato, ABD).  

Tüm gruplar için alınan kayıtlarda, mikropipetin içerisine normal intraselüler 

tampon çözeltisi dolduruldu. Pipet içerisinde hava boşluğu kalmaması için; parmak 

ile duvarlarına çok hafifçe vuruldu. Mikropipet, kayıt elektrotunun üzerine kılıf gibi 

giydirilerek sıkıştırıldı. Kültür kabı içerisinde bulunan AKG hücreleri patch 

çemberine alındı. Hücrelerin üzerine 1 mL normal ekstraselüler tampon çözeltisi 

eklendi. İnverted mikroskop (Zeiss, Axiovert 40 CFL, Germany) ile hücreler tespit 

edildi. Mikromanipülatör yardımıyla pipet kayıt ortamına daldırılarak veriler patch 

master (HEKA, Lamprecht, Almanya) yazılımı sayesinde bilgisayar ekranından 

izlendi. Pipetin direnci kaydedildi. Hücre zarına temas edene kadar mikropipet 

ilerletildi. Hücre zarı ile temasın sağlandığı hem mikroskop altında gözle görülerek 

hem de bilgisayar ekranındaki anlık direnç değişiminden kontrol edilerek 

kesinleştirildi (Resim 8A-8B). Perfüzyon sistemi ile pipete hafif bir emme 

uygulanarak pipet ile hücre zarı arasında ‘gigaseal’ (1 GΩ) diye tabir edilen sıkı 

mühür oluşumu sağlandı (Resim 8C). Hücre zarı potansiyeli -60 mV’a kenetlendi. 

Ve sonrasında pipete bağlı bulunan vakum hortumu yardımıyla daha fazla vakum 

yapılarak, pipet içine sıkışmış hücre zarı parçasının koparılması sağlandı. Böylece 

hücre tüm hücre (whole cell) konfigürasyonu pozisyonuna geçilmiş oldu. Hücrenin iç 

ve dış ortamlarında, farklı konsantrasyonlarda bulunan iyonların, iyon kanalları 

aracılığıyla geçişi esnasındaki akım değişimlerini ölçmek için kullanılan ve patch 

clamp tekniği sisteminin bilgisayarında bulunan patch master programı ile akım 

değişimleri ölçüldü. Peristaltik pompa (Ismatec, İsviçre) ile çemberdeki sıvı bir 

yandan tahliye edilirken aynı hızda diğer taraftan da perfüzyon sistemi ile 10 µM 

CAP çemberde bulunan hücreler üzerine uygulandı. Bu şekilde hücreler uyarılarak 
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TRPV1 kanallarının aktivasyonu sağlanmaya çalışıldı. Kanalların açılması sonrası 

kanal aktivitesi belirli bir platoya ulaşıncaya kadar beklendi. Beklenen plato 

oluştuğunda; kanalları inaktive ettiğine dair bildirimler olan 100 µM 

konsantrasyonundaki CPZ patch çemberinde bulunan hücreler üzerine uygulandı 

(119, 122). Son olarak hücrelerimizin canlılığından emin olmak için NMDG+’li 

ekstraselüler tampon çözelti çembere uygulanarak kayda devam edildi. Canlılığı 

devam eden hücrelere tekrar sırasıyla CAP, CPZ ve NMDG+ uygulamaları yapılarak 

kayıt sonlandırıldı. Akım voltaj ilişkisi 400 milisaniyeden fazla sürede -90 mV’tan 

+60 mV’ta kadar uygulanan voltaj rampalarından elde edildi. Analiz için bir AKG 

hücresindeki maksimum akım genliği o hücreye ait kapasitansı ile oranlanarak 

bulundu. Deney sonuçları orijinal kayıtların çizgi grafikleri akım kaydı olarak 

verilirken ve değerler akım yoğunluğu (pA/pF) grafiği şeklinde sunuldu. 

 

 

 

Resim 7. Arka kök gangliyon hücrelerinin mikroskobik görünümü. 
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Resim 8A. Mikropipetin hücrelerin olduğu solusyona girdiği anda ekran görüntüsü 

 

 

 

Resim 8B. Mikropipetin arka kök gangliyon hücresine teması anındaki ekran görüntüsü 
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Resim 8C. Arka kök gangliyon hücresiyle mikropipet arasında oluşan giga seal (mühür)  

 

3.2.6. Kalsiyum Sinyali Analizleri 

Elde edilen AKG hücreleri, santrifüj edilerek süpernatantlar atıldı. 37 ºC’de 

45 dk çalkalamalı su banyosunda 4μM Fura-2 pentakis (acetoxymethyl) ester (Fura-2 

AM, LifeTechnologies, ABD) floresan boyası ile taze medyum içerisinde boyandı. 

Boyama işleminden sonra 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifüj edildi. Süpernatantlar 

atılarak Ca+2 tamponuna [Na+-HEPES [(mM cinsinden); NaCl, 140; KCl, 4,7; CaCl2, 

1,2; MgCl2, 1,1; Glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7,4)] alınan hücreler manyetik olarak 

karıştırılan (homojen halde hücrelerin kalmasını sağlayan), şeffaf küvetlere hücre 

yoğunluğu yaklaşık 2x106/ml olacak şekilde floresan spektroflorometredeki (Varian 

Cary Eclipse, Sydney, Avustralya) küvet haznesine yerleştirildi. Fura-2 AM için 

eksitasyon dalga boyları 340 nm ve 380 nm, emisyon dalga boyu 505 nm’de floresan 

ışık ile uyarılarak yaklaşık 10 dakika boyunca kayıt alındı. Stimülasyon için CAP 

(0.1 mM), antagonist olarak CPZ (0.004 mM) kullanıldı ve TRPV1 bağımlı hücre içi 

serbest Ca+2 iyon düzeyi değişimleri bilgisayar ekranında 340 nm / 380 nm dalga 

boylarındaki uyarımları kaydedildi. Elde edilen bulgular Grynkiewicz ve 

arkadaşlarının tanımladığı metoda göre hesaplandı (123). 
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3.2.7. Hücre İçi ROT Üretimi Tayini 

Rhodamine 123(Rh 123) hücre içerisinde stabil yeşil renkte ışıma yapan ve 

sitotoksik olmayan bir mitokondri zar floresan boyasıdır.  Dihydrorhodamine 123 

(DHR-123, Sigma-Aldrich, ABD) hücre içine alındıktan sonra oksidatif ajanlarla 

oksitlendikten sonra Rh 123’e dönüşür ve hücre içi ROT’un araştırılmasında 

kullanılan floresan göstergelerden en iyi olanıdır (124). Bu çalışmada da hücre içi 

ROT’un araştırılmasında floresan boya olarak DHR-123 kullanıldı.  AKG hücreleri 1 

ml 1x PBS ile sulandırıldı. 150 µl hücre süspansiyonu her bir eppendorf tüpe 50 µl 

olacak şekilde üçe bölündü. Daha sonra üzerlerine 950 µl taze medyum eklendi ve 

15-20 kez pipetaj yapıldı. Üzerine 1µl DHR-123 ROT boyasından koyulup tekrar 15-

20 kez pipetaj yapıldı. Eppendorflar 30 dk süreyle çalkalamalı su banyosunda 37 

ºC’de inkübe edildi. Süre bitimini takiben 1000 rpm devirde 5 dakika boyunca 

santrifüj edildi. Sonrasında süpernatant atılarak üzerlerine 300 µl 1x PBS koyuldu ve 

pipetaj yapıldı. Her bir plate kuyucuğuna 100 µl olacak şekilde bölündü. Plate 

Reader cihazında (Infinite 200 Pro, Avusturya) 488 nm eksitasyon (uyarım)  ve 530 

ve 590 nm emisyon dalga boylarında okunup aradaki fark değer olarak belirlendi 

(125). 

 

3.2.8. Mitokondriyal Zar Depolarizasyonu Analizi 

Bir mililitre 1x PBS ile dilüe edilmiş hücrelerden 150 µl’si ise mitokondriyal 

membran depolarizasyonu analizi için ayrıldı. 150 µl hücre süspansiyonu her bir 

eppendorfta 50’şer µl olacak şekilde üçe bölündü. Daha sonra üzerlerine 950 µl taze 

medyum koyuldu ve 15-20 kez pipetaj yapıldı. Üzerine 1µl 5′,6,6′-tetrachloro-

1,1′,3,3′-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1, Life Technologies, 

ABD) mitokondriyal zar depolarizasyon boyasından koyuldu ve tekrar 15-20 kez 

pipetaj yapıldı. Eppendorf tüpler 45 dk süreyle çalkalamalı su banyosunda 37 ºC’de 

inkübe edildi. Süre bitimini takiben 1000 rpm devirde 5 dakika boyunca santrifüj 

edildi. Sonrasında süpernatant atılarak üzerlerine 300 µl 1x PBS koyuldu ve pipetaj 

yapıldı. Her bir plate kuyucuğuna 100 µl olacak şekilde bölündü. Sağlıklı hücrelerde 

boya mitokondri matriksinde yoğunlaşır. Burası boyanın kırmızı florosan 

kümeleşmeleri gerçekleştirdiği yerdir. Boya kırmızıdan (JC-1 kümeleşmeleri) yeşile 
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(JC-1 monomerleri) dönerek hücrenin bütününe yayılır. Plate Reader cihazında 488 

nm eksitasyon, 590 nm (JC-1 kümeleşmeleri) ve 525 nm (JC-1 monomerleri) 

emisyon dalga boylarında okunup 590/525 emisyon oranıyla sonuçlar hesaplandı. 

Kontrol grubuna kıyasla nispi artışı şeklinde grafiklendirildi. Mitokondriyal mebran 

potansiyeli önceki çalışmalarda belirtildiği gibi  (5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-

tetraethylbenzimidazolocarbocyanine iodide)  JC-1 boyasıyla tespit edildi (126, 127). 

 

3.2.9. Apoptozis Testi 

1 ml 1x PBS ile dilüe edilmiş hücrelerden 150 µl’si ise apoptozis testi için 

ayrıldı. 150 µl hücre süspansiyonu her bir eppendorfta 50’şer µl olacak şekilde üçe 

bölündü.  Daha sonra üzerine 950 µl 1x PBS eklendi. Pipetaj işlemini takiben üzerine 

3-5µl apoptozis boyasından (APOPercentage, Biocolor, İngiltere) eklendi ve 30 dk 

süreyle çalkalama cihazına bırakıldı. Çalkalama sonrası 3500 RPM de 5 dk santrifüj 

edildi ve süpernatant atıldı. Santrifüj edilen hücreler üzerine 1x PBS eklenerek 

yıkandı ve 200µl APOpercentage Dye Release’den ilave edildi. Pipetaj ve ardından 

santrifüj yaptıktan sonra süpernatant alındı ve kuyucuklara aktarılıp 550 nm dalga 

boyunda Plate Reader cihazında okundu. Elde edilen değerler kontrole kıyasla 

hesaplandı (128). 

 

3.3. Etik Kurul İzni  

Çalışma protokolü Süleyman Demirel Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurul (HADYEK) tarafından 25.11.2014 tarihinde uygun bulunmuştur 

(Protokol No: 25.11.2014-04).  

 

3.4. İstatistiksel Analiz  

Bütün veriler ortalama ± standart sapma [mean ± standard deviation (SD)] 

olarak verildi. Verilerin ortalama değerleri arasındaki farklılıklar, SPSS, Windows 

17.0 paket bilgisayar programı kullanılarak istatistiksel olarak karsılaştırıldı. 

Gruplarda istatistiksel önem varlığı Mann-Whitney U testi ile değerlendirildi. Tüm 

istatistikî karşılaştırmalarda anlamlılık düzeyi p<0.05 olarak kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. Kontrol Kaydı Sonucu  

İlk kayıt, hiçbir inkübasyon ve uyarım yapmaksızın alınan patch-clamp 

kaydıdır, çalışmanın kontrol kaydını oluşturmaktadır. Şekil 3’te görüldüğü gibi hiçbir 

uyarı yapılmaksızın AKG hücresinden alınan kayıtlarda, akım oluşmayıp, düz bir 

kayıt alınmıştır. Kontrol kayıtlarına ait olan akım yoğunluğu değerlerinin ortalaması 

3,83 pA/pF (n=4) olarak hesaplanmıştır (Grafik 1). 

 

 
 

Şekil 3. Kapsaisin ile uyarım yapılmamış sıçan arka kök gangliyon hücrelerinden patch clamp 

yöntemiyle TRPV1 kanallarından alınan tüm-hücre kaydı. 
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4.2. Kontrol Grubu Kaydı Sonucu  

Şekil 4A’da gözlemlenen, kontrol grubu kaydında sadece CAP ile uyarım 

sonucunda negatif yönde akımın arttığı gözlemlenerek TRPV1 katyon kanallarının 

net 0,52 nA seviyelerinde açıldığı görülmüştür. Kanallar açıldıktan sonra daha fazla 

açılma olup olmayacağı belirli bir süre beklenilip, grafiğin platoya gelmesi 

sağlandıktan sonra, kanalları inaktive ettiği düşünülen CPZ maddesi verilerek kanal 

akımlarının önemli ölçüde azaldığı gözlemlenmiştir. Kapanma sonrasında yukarıda 

anlatılan basamaklar tekrar uygulanıp birbirine paralel grafik elde edildiği 

gözlemlenmiştir. Buna bağlı olarak sabit voltaja göre akımın değişimi grafiği şekil 

4B’de I-V grafiği olarak da gösterilmiştir. Kontrol grubu kayıtlarına ait olan akım 

yoğunluğu değerlerinin ortalaması 65,36 pA/pF (n=4) olarak hesaplanmıştır (Grafik 

1) 
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Şekil 4A. Kapsaisin (CAP, 10 µM) ile uyarım yapılmış arka kök gangliyon hücrelerinden patch clamp 

yöntemiyle TRPV1 kanallarından alınan tüm-hücre kaydı. Grafikte verilen 1 ve 2 sırasıyla, 

kapsaisinin TRPV1 kanalını açtığı ve kapsazepinin (CPZ, 100 µM) kapattığı seviyelerdir.  

 

 
 

Şekil 4B. I-V aynı kaydın akım voltaj değişikliğini gösteren grafik. I-V grafiğinde verilen 1 ve 2 

numaralı hiperbol eğrileri ise sırasıyla kapsaisinin TRPV1 kanalını açtığı ve kapsazepinin kapattığı 

seviyeleri göstermektedir. 
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4.3. OVX Grubu Kaydı Sonucu  

Şekil 5A’da gösterildiği gibi, OVX yapılan sıçanlar 14 gün beklenip E2 

çekilmesi sağlandıktan sonra 0,2 ml/sıçan/gün DMSO deri altına (subcutan) 14 gün 

süre ile uygulandıktan sonra çıkarılan AKG hücreleri yine patch clamp ortamında 

CAP ile uyarımı sonucunda, TRPV1 katyon kanallarının, kontrol kayıtlarına kıyasla 

çok daha fazla açıldığı gözlemlenmiş ve akım zaman grafiğinde de görüldüğü gibi 

(Şekil 5A) biyopotansiyel akım değişiminin net 1,12 nA seviyelerinde seyretttiği 

gözlemlenmiştir. OVX işleminin hücre içi ROT üretimi artışına bağlı olarak, kanal 

duyarlılığını artıp kanalların çok daha fazla açılmasına sebep olduğu görülmektedir. 

Kayıt alma esnasında akımın artık değişmediği yani bir platoya ulaştığı anda iyon 

kanalını kapatıcı olarak CPZ verilmiş ve katyon kanallarını büyük oranda kapandığı 

gözlemlenmiştir. Yine akım zaman grafiği ile birlikte aynı ölçümün akım voltaj 

grafiği de verilmiştir. Şekil 5B I-V grafiğinde verilen 1 ve 2 numaralı hiperbol 

eğrileri ise sırasıyla CAP’ın kanalı açtığı ve CPZ’nin kanalı kapattığı seviyeleri 

göstermektedir ve akımın voltaja göre değişimini göstermektedir. OVX grubu 

kayıtlarına ait olan akım yoğunluğu değerlerinin ortalaması 155,29 pA/pF (n=4) 

olarak hesaplanmıştır (Grafik 1). 
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Şekil 5A. Ovariektomi grubu kapsaisin (CAP, 10 µM) ile uyarım yapılarak arka kök gangliyon 

hücrelerinden patch clamp yöntemiyle TRPV1 kanallarından alınan tüm-hücre kaydı. Grafikte verilen 

1 ve 2 sırasıyla kapsaisinin TRPV1 kanalını açtığı ve kapsazepinin (CPZ, 100 µM) kapattığı seviyeler. 

 

 
 

Şekil 5B. I-V aynı kaydın akım voltaj değişikliğini gösteren grafik. I-V grafiğinde verilen 1 ve 2 

numaralı hiperbol eğrileri ise sırasıyla kapsaisinin TRPV1 kanalını açtığı ve kapsazepinin kapattığı 

seviyeleri göstermektedir. 
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4.4. OVX +  Estradiol Grubu Kaydı Sonucu  

Şekil 6A’da gösterildiği gibi, OVX yapılan sıçanlar 14 gün beklenip E2 

çekilmesi sağlandıktan sonra 80 μg/kg/gün estradiol, 0,2 ml/sıçan/gün DMSO içinde 

çözünmüş olarak deri altına 14 gün süre ile uygulandıktan sonra çıkarılan AKG 

hücreleri yine patch clamp ortamında CAP ile uyarımı sonucunda, TRPV1 katyon 

kanallarının, kontrol kaydına kıyasla daha az açıldığı gözlemlenmiş ve akım zaman 

grafiğinde de görüldüğü gibi biyopotansiyel akım değişiminin net 0,46 nA 

seviyelerinde seyretttiği gözlemlenmiştir. OVX yapılmış sıçanlara E2 uygulaması 

hücre içi ROT üretiminin azalmasına bağlı olarak, kanal açılmasını azaltıp kanalların 

kontrol grubuna göre daha az açılmasına neden olduğu görülmektedir. Kayıt alma 

esnasında akımın artık değişmediği yani bir platoya ulaştığı anda kanalı kapatıcı 

olarak CPZ verilmiş ve TRPV1 kanalını büyük oranda kapattığı gözlemlenmiştir. 

Yine akım zaman grafiği ile birlikte aynı ölçümün akım voltaj grafiği de verilmiştir. 

Şekil 6B I-V grafiğinde verilen 1 ve 2 numaralı hiperbol eğrileri ise sırasıyla CAP’ın 

kanalı açtığı ve CPZ’nin kanalı kapattığı seviyeleri göstermektedir ve akımın voltaja 

göre değişimini göstermektedir. OVX grubu kayıtlarına ait olan akım yoğunluğu 

değerlerinin ortalaması 64,08 pA/pF (n=4) olarak hesaplanmıştır (Grafik 1). 
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Şekil 6A. Ovariektomi +  Estradiol grubu kapsaisin (CAP, 10 µM) ile uyarım yapılarak arka kök 

gangliyon hücrelerinden patch clamp yöntemiyle TRPV1 kanallarından alınan tüm-hücre kaydı. 

Grafikte verilen 1 ve 2 sırasıyla kapsaisinin TRPV1 kanalını açtığı ve kapsazepinin (CPZ, 100 µM) 

kapattığı seviyeleri göstermektedir. 

 

 
 

Şekil 6B.  I-V aynı kaydın akım voltaj değişikliğini gösteren grafik. I-V grafiğinde verilen 1 ve 2 

numaralı hiperbol eğrileri ise sırasıyla kapsaisinin TRPV1 kanalını açtığı ve kapsazepinin kapattığı 

seviyeleri göstermektedir. 
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Grafik 1. Ovariektomi (OVX) uygulaması yapılan sıçan arka kök gangliyon hücrelerinde TRPV1 

kanalları üzerine estradiol (E2), kapsaisin (CAP) ve kapsazepin (CPZ) etkisi. Arka kök gangliyon 

hücreleri için, her grupta incelenen akım yoğunluğu; kapsaisin ile açılmış TRPV1 katyon kanallarının 

maksimum akım değerlerinin, mikropipetin hücreye temas etmeden hemen önceki direncine 

bölümüyle hesaplanmıştır. Parantez içindeki sayılar her bir gruptan alınan kayıt sayısını 

belirtmektedir. İstatistiksel olarak anlamlı (a; p<0.001 Kontrol grubuna kıyasla, b; p<0.001 

Kontrol+CAP grubuna kıyasla, c; p<0.001 Kontrol+CAP+CPZ grubuna kıyasla, d; p<0.001 

OVX+CAP grubuna kıyasla, e; p<0.001 OVX+CAP+CPZ grubuna kıyasla, f; p<0.001 

OVX+E2+CAP grubuna kıyasla) akımların uyarım ve inhibisyonları, parantezlerin üstlerinde yer alan 

harflendirmelerle gösterilmiştir (Ortalama ± SD). 
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4.5. Kalsiyum Sinyali Analiz Sonuçları 

Tüm gruplara ait hücreler bölüm 3.2.6’de belirtilen şekilde, her gruba ait 

numunede yaklaşık 2 milyon hücre olacak şekilde dilüe edilip, çalkalamalı su 

banyosunda 37oC’de Fura-2 AM ile 45 dk boyanarak kalsiyum salınımları 

spektrofluorometre cihazı vasıtasıyla ölçülmüştür. Stimülatör kimyasal olarak CAP 

kullanılmıştır. Tüm gruplara ait serbest Ca+2 salınımı Grafik 2’de gösterilmiştir. 

Grafik incelendiğinde kontrol grubuna kıyasla tüm OVX gruplarında, hücre içi 

serbest Ca+2 düzeyleri artmıştır (p<0.001). OVX grubuna kıyasla OVX+CPZ 

grubundaki hücrelerde sitozole kalsiyum akışının kullanılan TRPV1 kanal blokörü 

CPZ tarafından engellendiği görülmüştür (p<0.05). OVX uygulaması yapılan 

sıçanlara kıyasla OVX+E2 tedavisi sonrasında sitozole kalsiyum akışının önemli 

düzeyde azaldığı (p<0.05), hatta TRPV1 kanal blokörü kullanılan OVX+E2+CPZ 

grubunda ise E2 tedavisi uygulanmayan OVX+CPZ grubuna göre daha düşük 

düzeyde (p<0.001) hücre içerisine Ca+2 iyonu akışı tespit edilmiştir (Grafik 3). 

 

 

Grafik 2. Kapsaisin (CAP) stimülasyonu ile başlatılan hücre içi serbest Ca+2 salınımı üzerine 

ovariektomi (OVX) ve estradiol (E2) etkilerinin zamanla değişimi. 
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Grafik 3. Kapsaisin (CAP) stimülasyonu ile başlatılan hücre içi Ca+2 miktarı üzerine ovariektomi 

(OVX) ve estradiol (E2) etkilerinin sütun grafiği ile gösterimi. (a; p<0.001 ve c; p<0.05 Kontrol ile 

kıyaslandığında, b; p<0.05 ve e; p<0.001 OVX ile kıyaslandığında. d; p<0.05 OVX+CPZ ile 

kıyaslandığında. f; p<0.05 OVX+E2 ile kıyaslandığında). 
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4.6. Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu Analiz Sonuçları 

İyon kanallarıyla hücreye düzensiz Ca+2 girişi mitokondrinin membran 

potansiyelini artırmakta ve hücrenin depolarize olmasını sağlamaktadır. 

Mitokondriyal depolarizasyonun artışı ise hücre içi ROT üretimini arttırmaktadır. 

OVX grubunda kontrol grubuna kıyasla mitokondriyal membran depolarizasyonu 

seviyelerinde anlamlı artış olmuştur (p<0.001). OVX grubuna kıyasla TRPV1 kanal 

blokörü kullanılan OVX+CPZ ile E2 kullanılan OVX+E2 gruplarında mitokondriyal 

membran depolarizasyonunun daha düşük seviyede gerçekleştiği (p<0.05), 

OVX+CPZ grubu ile OVX+E2 grubu arasında ise istatistiksel bir fark tespit 

edilemedi. Yine OVX+E2+CPZ grubunda ise OVX+CPZ ve OVX+E2 gruplarına 

kıyasla düşük düzeyde istatistiksel fark gözlemlenmiştir (p<0.05) (Grafik 4). 

 

 

 

Grafik 4. Ovariektomi (OVX) işlemi ve estradiol (E2) tedavisinin grupların mitokondriyal membran 

potansiyeli üzerine etkileri. (a; p<0.001 ve b; p<0.05 Kontrol ile kıyaslandığında, c;  p<0.05 OVX ile 

kıyaslandığında, d;  p<0.05 OVX+CPZ ve OVX+E2 grupları ile kıyaslandığında). 
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4.7. Hücre İçi ROT Üretim Tayini Sonuçları 

OVX işlemi ve E2 uygulamasının hücre içi ROT üretimine etkisi de 

araştırılmıştır. Kontrol grubuna kıyasla, OVX grubunda hücre içi ROS üretimini 

önemli düzeyde (p<0.001) yüksek olduğu gözlemlendi. Bununla birlikte OVX 

grubuna kıyasla, OVX+CPZ (p<0.05), OVX+E2 (p<0.001) ve OVX+E2+CPZ 

(p<0.001) önemli düzeyde azaldığı gözlendi. Ayrıca, CPZ uygulanan OVX+CPZ 

(p<0.05) ve OVX+E2+CPZ (p<0.05) gruplarının hücre içi ROT düzeylerinin sırası ile 

OVX ve OVX+E2 gruplarına kıyasla önemli düzeyde azaldığı gözlendi. Bu sonuçlar 

TRPV1 kanal aracılı hücre içi Ca+2 girişinin ROT üretimindeki önemini göstermiştir. 

Bu sonuçlara göre, OVX grubunda hücre içi ROT üretimi Kontrol grubuna kıyasla 

neredeyse üç kat arttığı gözlenmiştir. E2 tedavisi uygulanan OVX grupları, tedavi 

uygulanmayan diğer OVX gruplarıyla kıyaslandığında hücre içi ROT düzeylerini E2 

tedavisi TRPV1 kanallarını düzenleyerek önemli ölçüde azaldığı görülmüştür (Grafik 

5). 

 

 

 

Grafik 5. Ovariektomi (OVX) işlemi ve estradiol (E2) tedavisinin grupların ROT üretimi üzerine 

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

kıyaslandığında, d;  p<0.001 OVX+CPZ grubu ile kıyaslandığında. e;  p<0.05 OVX+E2 grubu ile 

kıyaslandığında). 
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4.8. Apoptozis Testi Sonuçları 

Grupların apoptozis seviyeleri Grafik 6’da gösterilmiştir. OVX işlemi hücre 

içi ROT üretimini arttırmakta bunun sonucu olarak hücreler apoptozise uğramıştır. 

OVX grubunda kontrol grubuna kıyasla apoptozis seviyelerinde anlamlı artış 

olmuştur (p<0.001). OVX grubuna kıyasla TRPV1 kanal blokörü kullanılan 

OVX+CPZ ile E2 kullanılan OVX+E2 gruplarında apoptozisin daha düşük seviyede 

gerçekleştiği (p<0.05), Yine OVX+E2+CPZ grubunda ise OVX+CPZ ve OVX+E2 

gruplarına kıyasla düşük düzeyde istatistiksel fark gözlemlenmiştir (p<0.05). Bu 

sonuçlara göre E2 uygulamasının apotozis seviyeleri üzerindeki olumlu etkisi 

gözlemlenmiştir (Grafik 6). 

 

 

 

Grafik 6. Ovariektomi (OVX) işlemi ve estradiol (E2) tedavisinin grupların apoptozis seviyeleri 

üzerine etkileri. (a; p<0.001 ve c; p<0.05 Kontrol ile kıyaslandığında, b;  p<0.05 OVX ile 

kıyaslandığında, d;  p<0.05 OVX+CPZ ile kıyaslandığında, e;  p<0.05 OVX+E2 ile kıyaslandığında). 
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5. TARTIŞMA 

 

TRP, protein olarak uzun onlarca yıllardır biliniyor olmasına rağmen, katyon 

kanalı olarak ilk defa Drosophila türü sirke sineklerinin göz hücrelerinde genetik 

çalışmalar sırasında tanımlanmıştır (129). TRP gen mutasyonuna sahip olan 

fotoreseptörler sürekli ışığa maruz bırakıldıklarında fazik olarak (transient) voltaj 

değişikliğine yol açmaları nedeniyle bu isim verilmiştir. Ayrıca, hücre içerisine 

kıyasla dışında fazla olan Ca+/Na+ iyonlarına aynı anda geçirgen olmalarından dolayı 

Ca+2 kanalları tanımı yerine katyon kanalları tanımı kullanılmaktadır. Günümüzde 

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

Bütün TRP kanalları yapısal olarak, 6 transmembran segment (S1-S6) içeren 

voltaj kapılı katyon kanalları ailesinin üyeleridir. Kanalın S5 ile S6 segmentleri 

arasında bulunan bir por etrafında homo veya heterotetromerik olarak 

düzenlenmişlerdir.  S6 segmentinin C terminal kısmı tüm TRP alt üyelerinde ortak 

olan “TRP alanı” içerir. Bu temel ortak özellikleri dışında her bir alt üyenin kanalın 

N ve C terminallerinde kanalı özel kılan yapıları vardır. TRPV1 reseptörlerinin, N 

terminalleri 6 adet ankrin tekrarı içerirken; C terminalinde bulunan fosfotidilinositol 

difosfat (PIP2) bölgesi, kanal desensitizasyon bölgesidir. Ayrıca N ve C terminal 

bölgelerde bulunan Ca+2- kalmodilin (CaM) bağlanma bölgesi de kanalın 

desentizasyon bölgeleridir. TRPV1 kanalları üzerinde kanal agonistleri için 

bağlanma bölgeleri ve kanalın allosterik düzenleyicileri olan kinaz enzimleri için çok 

sayıda fosforilasyon bölgesi vardır (45, 131). S5 ve S6 segmentleri arasında bulunan 

aminoasit rezidüelleri kanalın iyon seçiciliğini kontrol eder ve bu bölge aynı 

zamanda kanalın esas aktif bölgesidir (132). Kanalın agonistleri olan CAP, 

resinoferatoksin (RTX) ve kanal antagonisti CPZ’nin transmembran segment 3 ve 4 

(S3-S4) arasındaki özel bölgelere bağlandığı, ayrıca CAP ve RTX için çok sayıda 

başka bağlanma bölgeleri de olduğu rapor edilmiştir (40, 133, 134). Ayrıca, bütün 

TRP kanalları çok yönlü düzenleyici protein etkileşim alanlarına sahiptir. Çok yönlü 

Protein Kinaz A (PKA) ve Protein Kinaz C (PKC) varsayılan fosforilasyon alan 

fonksiyonları tanımlanmış ve kısmen test edilmiştir. Bir de birkaç TRP kanallarında 

Phosphatidylinositide 3-kinase SH2- tanıma alanları varlığı ispatlanmıştır (135).  
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Deneysel modellerde ve menopoz hastalarında sitozolde Ca+2 artışından 

sorumlu olan kimyasal kapılar (örneğin glutamat) ve voltaja duyarlı Na+ kanalları 

konusunda yakın zamanda yapılmış araştırmalar mevcuttur (136, 137).  

Ovariektomize sıçanlarda AKG nöronlarında sitozole Ca+2 girişi ve bu Ca+2 girişinde 

TRPV1 kanallarının rolü konusunda çalışmaya rastlamadık ve bu tez çalışmasını 

planladık.  

Hücre içi ikincil haberci sisteminin en önemli elemanlarından biri olan Ca+2 

hücresel birçok hayati fonksiyonun yerine getirilmesinde önemli bir rol 

üstlenmektedir. Kalsiyum, hücrenin oluşumundan ölümüne kadar bütün hücresel 

süreçleri yönlendiren bilginin genel taşıyıcısı olarak tanımlanmaktadır (75). 

Günümüzde hücre bölünmesi, hücresel motilite, hormon sekresyonu, metabolizma, 

sinir sisteminin gelişimi ve sinirsel iletim, protein döngüsü, gen ekspresyonu ve 

programlı hücre ölümü gibi hücresel süreçlerde kalsiyumun rolü gösterilmiştir (76, 

77). Kalsiyum homeostazındaki küçük bir aksaklık önemli hücresel yolakların 

işlevlerinin bozulmasına ve beraberinde birçok hastalığa neden olmaktadır (13). Ca+2 

aktif hücrelerde oluşturulan bir ikinci haberci olarak rol alırken aynı zamanda bir 

hormon ya da büyüme faktörü gibi hücre membranının dışında da gerçek bir birinci 

haberci olarak çalışabilmektedir. Kalsiyumun sinyal üretimine yönelik fonksiyonu 

sitozolik miktarının artması ile doğru orantılıdır (77). Sitozoldeki Ca+2 düzeyinin 

azalmasıyla mitokondriyal depolarizasyonun azaldığını ve serbest radikal 

oluşumunun da azaldığından bahsetmiştir (119). Tez çalışmamızda elde ettiğimiz 

sonuçlara göre kontrol grubuna kıyasla tüm OVX gruplarında, hücre içi serbest Ca+2 

düzeyleri arttığı, OVX uygulaması yapılan sıçanlara E2 tedavisi sonrasında sitozole 

kalsiyum akışının önemli düzeyde azaldığı tespit edilmiştir. 

Östrojenin hücre içi sinyalleri genomik veya genomik olmayan iki grup 

yolakla aktive ettiği iyi bilinmektedir (138). Genomik yolakta, nükleer östrojen α ve 

β reseptörleri (ER α ve ER β) östrojenle gen ifadesinin kontrolü sonucu aktive edilir   

(139). Genomik olmayan yolakta ise östrojen klasik östrojen reseptörleri veya 

membrana lokalize yeni östrojen reseptörleri aracılığıyla hem membrana yakın 

bölgeden hem de membran üzerinden sitoplazmik sinyalleşme olaylarını aktive eder 

(140, 141). Östrojen reseptörlerinin, AKG primer duysal nöronlarını da içeren 

nosiseptif yolların çeşitli bölgelerinde eksprese edildiği bilinmektedir (142, 143). 
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Önceki çalışmalar, östrojenin genomik olmayan etkiyle iyon kanal fonksiyonları ve 

nöronal uyarılabilirlik üzerinde etkili olabildiğini göstermiştir (144). 

CAP, keskin acı biber bileşenidir, primer duyusal nöronların belli bir alt 

grubu ile dorsal kök ve trigeminal gangliyon nodlarınının somalarını aktive eder. 

(145). CAP farklı hücre yüzey reseptörlerine bağlanarak etkilerini gösterir. AKG 

nöronları ile yapılan elektrofizyolojik çalışmalar, CAP’ın hücre içine katyonik 

akımları tetikleyerek nöron depolarizasyonuna sebep olduğunu göstermiştir (64). 

TRPV1, ağrı iletimi ve enflamasyon ile indüklenen termal hiperaljezi 

aktivasyonundan sorumlu tutulmuştur (61). Ağrı algılamayı sağlayan nosiseptörlerin 

periferik sonlanmaları üzerinde bulunan TRPV1’in modülasyonu ile somatosensöryel 

sistemde ağrı mesajlarının algılanması ve enflamatuar termal hiperaljezisi gelişmesi 

sağlanabilir. TRPV1’in çeşitli ajanlar tarafından modülasyonunun altında yatan 

mekanizmaların anlaşılması sayesinde, ağrının azaltılması için yeni tedavi olanakları 

sunulabilir (65). 

AKG nöronlarının TRPV1 kanal aktivatörü CAP ile uyarılması sonucu 

TRPV1 kanalının açıldığını ve akım yoğunluklarının istatistiksel olarak kontrol 

grubuna kıyasla anlamlı düzeyde yüksek olduğunu gözlemledik. Dolayısıyla CAP’ın 

TRPV1 kanal aktivasyonunda önemli olduğunu literatüre uyumlu olarak 

gözlemledik. Bununla beraber, CAP ile aktive olan TRPV1 kanal inhibisyonunda 

TRPV1 kanal antagonisti olan CPZ’nin kanalı kapatıcı rolünün olduğunu 

gözlemledik. Bu CPZ sonucumuzunda mevcut litratür bildirimleri ile uyumluydu.  

Normal fizyolojik şartlar altında hücresel reaksiyonlar sonucunda oluşan 

serbest radikaller, ROT olarak adlandırılmaktadır. ROT’lar birçok antioksidan 

tamponlama mekanizması tarafından etkisiz hale getirilebilmekte ve ROT’lar ile 

tamponlama mekanizmaları arasındaki dengenin bozulması ise oksidatif stres olarak 

adlandırılmaktadır (119). 

Yapılan bazı çalışmalarda OVX uygulaması da ROT üretiminin arttığı 

bildirilmiştir. E2’nin antioksidan özelliği ROT’ların zararlı etkilerinden koruduğu 

belirlenmiştir. Menopoz sonrası dönemde overyan E2 salınımının azalmasıyla 

birlikte, oksidatif stres ve apoptozisin tetiklendiği çeşitli çalışmalarda bildirilmiştir 

(5, 6). Menopozda, sitozole kalsiyum iyon artışının periferal ağrı oluşumunun yanı 
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sıra, mitokondriyal depolarizasyon artışı oksidatif stres ürünlerinin daha da 

artmasına, ayrıca kaspaz ve apopitotik yolakların uyarılmasına neden olduğu 

bilinmektedir (7, 8). E2 yetersizliğinin, AKG ve hipokampüs sinir hücrelerinde 

VGCC ve kimyasal kapılar aracılı sitozole kalsiyum iyon akışının migren ataklarına, 

periferal ağrıya ve epilepsi gibi sinirsel hastalıkların oluşumuna neden olduğu iyi 

bilinmektedir (9, 10).  

Yine tez çalışmamızda elde ettiğimiz sonuçlara göre kontrol grubuna kıyasla 

OVX grubunda sitozole Ca+2 girişinin arttığı gözlemlenirken buna paralel ROT 

üretimininde arttığı gözlendi. Ca+2 girişinin TRPV1 kanal aracılı mı olduğunu 

belirlemek için CAP ile inkübe edilip CPZ ile bloke edilen AKG sinir hücreleri OVX 

grubuna kıyasla, OVX+CPZ, OVX+E2 ve OVX+E2+CPZ önemli düzeyde azaldığı 

gözlendi. Ayrıca, CPZ uygulanan OVX+CPZ ve OVX+E2+CPZ gruplarının hücre içi 

ROT düzeylerinin sırası ile OVX ve OVX+E2 gruplarına kıyasla önemli düzeyde 

azaldığı gözlendi. Bu sonuçlar TRPV1 kanal aracılı hücre içi Ca+2 girişinin ROT 

üretimindeki önemini göstermiştir. Literatürde OVX uygulaması yapılmış sıçan 

AKG hücreleri ROT ve TRPV1 aracılı kalsiyum girişinin birlikte araştırıldığı 

çalışmalara rastlamadık. 

E2’nin antioksidan rolünün olduğu iyi bilinmektedir. Hatta menopoza giren 

kadınlarda, yaşlanmaya bağlı oksidatif stres sonucunda demansa neden olan 

hastalıkların oranının arttığı da bilinmektedir (146, 147). Yukarıda bahsedildiği gibi 

TRPV1 ve TRPM2 gibi bir kısım kanallarının aktivasyonunda oksidatif stresin rolü 

olduğu yakın zamanlarda yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (127, 148). Menopozda, 

sitozole kalsiyum iyon artışının periferal ağrı oluşumunun yanı sıra, mitokondriyal 

depolarizasyon artışı ile; (a) oksidatif stres ürünlerinin daha da artmasına neden 

olduğu (b) kaspaz ve apoptotik yolakların uyarılmasına neden olduğu da 

bilinmektedir (8, 146, 147). Voltaja duyarlı ve kimyasal kapılar aracılı sitozole 

kalsiyum iyon akışının migren ataklarını tetiklediği iyi bilinmektedir. E2 düzeylerinin 

en aza indiği menstrual siklusta migren ataklarının arttığı bildirilmiştir. Fakat OVX 

sıçanlarda TRP kanal aracılı kalsiyum iyon girişinin oksitatif stres ve apoptotik 

yolakları etkilediği konusunda bildirimler mevcut değildir. Ayrıca, antioksidan 

özelliğe sahip olan E2, vücut antioksidan düzeylerini ve TRPV1 kanal 

aktivasyonlarını düzenleyebilir (136, 137). 
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 Bu çalışmamızda OVX oluşturulan sıçanların AKG nöronlarının CAP ile 

uyarılması sonucu, hücre akım yoğunluklarının OVX oluşturulmayan gruba kıyasla 

önemli düzeyde yüksek olduğunu gözlemledik. Benzer şekilde hücre içi ROT üretimi 

ve mitokondriyal depolarizasyon düzeylerinin yüksek olduğu bu çalışmayla 

gösterildi. Bununla beraber, OVX oluşturulan sıçan AKG nöronlarının CAP 

aktivasyonu sonrası CPZ ile inhibe edilmeleri sonucunda, akım yoğunluklarının 

kontrol düzeylerine doğru önemli düzeyde azaldığını gözlemledik. Dahası, OVX 

uygulamasının hücreye TRPV1 aracılı Ca+2 girişinde önemli artışa sebep olduğu Ca+2 

sinyali analizi sonuçlarıyla da gösterilmiştir.  

Çalışma sonuçları ile aynı olmamakla birlikte fakat çalışma sonuçlarını 

destekler nitelikte, E2 yetersizliğinin, AKG hücreleri dışındaki sinir hücrelerinde 

migren ataklarına, periferal ağrıya ve Alzheimer gibi sinirsel hastalıkların oluşumuna 

neden olduğu da iyi bilinmektedir (149-152). TRPM2 ve TRPV1 kanalları daha 

ziyade AKG ve hipokampus sinir hücrelerinde ekspre edilmişlerdir. Fakat OVX 

sıçanlarda TRP kanal aracılı kalsiyum iyon girişinin etkilendiği konusunda henüz 

bildirim mevcut değildir.  

Yeni tanımlanmış olan TRPV1 katyon kanalının bu bağlamda OVX’li 

sıçanlarda nöronu ölüme götüren süreçlerde ne gibi rolünün olduğunu anlamak 

birçok hastalığın tedavisinde oldukça önem arz etmektedir. E2 yetersizliği bu 

kanalları aktive ederek sinir hücrelerine zarar verirken, antioksidan özelliğe sahip 

olan E2, vücut antioksidan düzeylerini ve TRPV1 kanal aktivasyonlarını 

düzenleyerek bu süreçlerde fayda sağlayabilir.  

Ovaryan hormon seviyelerinin değişiminin, sadece cinsiyet farklılaşması ve 

üreme üzerinde değil hafıza, duygu durumu, nöronal canlılık ve transmisyon ile 

birlikte ağrı duyarlılığında da önemli olduğu belirlenmiştir (94).  Bu hormon 

seviyelerinin değişimi, fizyolojik menopozla veya ovariektomi – gonadoektomi gibi 

cerrahi işlemler sonucu belirgin olarak değişmektedir.  İnsanlarda menopoz, 

östrojenin belirgin olarak eksikliğine sebep olmaktadır (95). Preklinik çalışmalarda 

OVX modeli, menopoz modeli olarak kullanılmaktadır. 
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Ovaryan hormonların ağrıyı modüle ettiği çeşitli çalışmalarda bildirilmiştir. 

Çeşitli deneysel ağrı modellerinde OVX’in ağrı yanıtını arttırdığı (33, 100) azalttığı 

(101, 102) veya etkilemediği (38) yönünde raporlar vardır.  

Bu bağlamda OVX ile E2 çekilmesinin AKG hücrelerinin TRPV1 kanalı 

üzerindeki etkilerini araştırmayı planladığımız tez çalışmamızda elde ettiğimiz 

sonuçlar ağrı tedavisi yaklaşımlarına katkı sağlayacaktır. 

Bu tez çalışmamızda, OVX yapılan sıçanlarda AKG hücreleri patch-clamp 

yöntemiyle CAP ile uyarımı sonucunda, TRPV1 katyon kanallarının, kontrol 

kayıtlarına kıyasla çok daha fazla kanal akımlarının arttığı gözlemlenmiş olup bu 

bulgular konu ile ilgili literatür ile uyumludur (30).  

Ayrıca OVX yapıldıktan sonra E2 ile tedavi edilen sıçanların AKG sinir 

hücrelerinin (OVX+ E2+CAP grubu) CAP ile uyarımı sonucunda, TRPV1 katyon 

kanallarının, (Kontrol+CAP grubu) kaydına kıyasla daha az açıldığı gözlemlenmiştir.  

Çalışmamızın  sonuçları ile uyumlu olan  bu verilerin, E2’nin Ca+2 kanallarını  inhibe 

ettiğine dair literatür bildirimleri ile uygun olduğu gözlendi (153).  

Çalışma sonuçlarını destekler nitelikte, AKG nöron kültürünün uzun süre 

E2’ye maruz bırakılmasından sonra, bu nöronlarda majör kimyasal/termal nosiseptif 

uyarana yanıtın azaldığı görülmüş ve bu durumun TRPV1 kanallarının inhibe edilmiş 

olmasından kaynaklandığı rapor edilmiştir (30). Benzer şekilde ATP’nin tetiklediği 

kalsiyum içe akışının da E2 tarafından inhibe edildiği belirtilmiştir (30). Ayrıca 

Wang ve arkadaşları, sıçan kortikal sinir hücrelerinde E2’nin voltaja duyarlı Ca+2 

kanalları üzerindeki etkilerini araştırmışlardır ve E2’nin TRPV1 kanallarını PKC ve 

PKA moleküler yolakları ile inhibe ettiğini rapor etmişlerdir (154).  

E2 ve ağrı modülasyonu sayısız araştırmacının ilgilendiği bir konu olmuştur. 

Ağrı konusunun karmaşıklığı, çok-nedenli ve çok-odaklı olması, farklı ağrı türlerinin 

mevcudiyeti gibi nedenlerden dolayı ağrı ile ilgili çalışmalar da çok yönlü olmuştur. 

E2’nin antioksidan etkilerinin yanı sıra, cinsiyet farklılığının ağrı duyarlılığı 

üzerindeki etkileri ile ilgili yapılan gerek insan deneylerinde gerekse hayvan 

deneylerinde çelişkili sonuçlar elde edilebilmiştir. Literatürde yer alan bazı 

raporlarda, ağrı eşiğinin dişilerde erkeklere oranla daha düşük, ağrı yanıt şiddeti ve 

süresinin ise erkeklerden daha yüksek olduğu; ayrıca kadınlarda kronik ağrı 
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sendromları sıklığının erkeklerden daha yüksek olduğu bildirilmiştir (3). Cinsiyete 

bağlı ağrı duyarlılığının farklı olmasının tek nedeninin östrojen hormonu 

olmayabileceği, ayrıca bu hormonun farklı tip reseptörler üzerinden birbirinden farklı 

etkiler oluşturduğu göz önüne alındığında bizim bulgularımızla uyuşmayan bu 

sonuçlar olağandır. Sıçan AKG’de CAP etkilerinin erkek cinsiyet hormonu olan 

testosteron tarafından hafif bir şekilde inhibe edildiği, ancak dişi cinsiyet hormonu 

olan E2 tarafından ise önemli ölçüde güçlendirildiği (65), CAP deri içine 

enjeksiyonun doz bağımlı olarak erkek ve kadında ağrı duyarlılığını indüklediğini ve 

erkeklerde dişilere oranla 3-4 kat daha yüksek dozda ağrının başladığını  (155) 

bildiren bazı çalışmalar da  mevcuttur. Bu çalışmalar birebir bizim çalışmamızla aynı 

olmadığından farklı sonuçların elde edilmesi de olağan karşılanabilir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Ağrının fizyopatolojisi oldukça karmaşıktır, ağrının nedeninin belirlenmesi, 

doğru tedavi yaklaşımlarının bulunması ve uygulanan tedavilerin etkin bir şekilde 

sürdürülebilmesinde de zorluklar yaşanmaktadır. TRPV1’in ağrının belirlenmesi ve 

modülasyonundaki önemli rolleri nedeniyle, bu kanalların ağrı tedavisinde yeni ve 

etkili hedefler olabileceği öngörülmekte ve çok sayıda araştırmacıyı bu konuya 

yönlendirmektedir. Günümüze dek yapılan çalışmalarla bu kanalları hedef alan 

preklinik ve klinik tedavi modellerinde elde edilen veriler TRPV1 kanallarının gerek 

rahatsız edici iç ve dış etkenlere bağlı olan ağrılarda, gerekse inflamatuar ve 

nörojenik yangı sonucu oluşan ağrılarda etkili sonuçlar elde edildiğini göstermiştir. 

TRPV1 kanallarını aktive eden faktörlerin daha detaylı olarak belirlenmesi, bu 

kanalların etkili bir şekilde modüle edilmesi, tedavi edici etkinliği güçlü yeni ajanlar 

geliştirilmesi veya geliştirilen ajanların güçlendirilmesi için yeni çalışmalara ihtiyaç 

duyulmaktadır.   

Bu tez çalışmasında sonuçlar incelendiğinde, kontrol grubuna kıyasla OVX 

grubunda hücre içi [Ca+2]i düzeylerinin istatistiksel olarak önemli düzeyde arttığı 

gözlemlendi. Bu sonuçlar, OVX uygulamasının hücre içi [Ca+2]i düzeylerini arttırdığı 

ve bu artışın TRPV1 kanalları aracılığı ile gerçekleştiği gözlemlendi. Bu tez 

çalışmasında OVX uygulaması yapılan sıçanlarda E2 tedavisinin, oksidatif stres, 

kalsiyum sinyali, hücre içi ROT üretimi üzerinde nasıl bir etkisi olduğunu ve TRPV1 

kanallarının bu etkideki rolünü gösterdik.  

TRPV1 kanalları yüksek ısı ve oksidatif stresle aktive oldukları iyi 

bilinmesine rağmen, bizim yaptığımız literatür taramalarında, OVX uygulaması 

yapılan sıçanların AKG nöronlarında sitozole Ca+2 girişi ve bu Ca+2 girişinde TRPV1 

kanalları arasındaki etkileşime dair bir bildirim mevcut değildi. Bu çalışmamızda, 

oksidatif strese bağlı sitozole Ca+2 akışında TRPV1 kanallarının da rolünün olduğu 

gözlemlendi. 
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Bu sonuçlara göre OVX uygulamasıyla TRPV1 kanallarının aktive olduğu 

gözlemlendi. Çalışmada Ca+2 ve hücre içi ROT sonuçları incelendiğinde uyum 

içerisinde olduğu gözlenmektedir. Diğer bir ifadeyle, hücre içi aşırı Ca+2 iyon 

akışının ROT üretimini artırdığı ve hücre ölümünü tetiklediği gözlemlendi. 

Kalsiyum homeostazının bozulması önemli hücresel yolakların işlevlerinin 

değişmesine ve nekrotik ya da apoptotik hücre ölümü veya karsinogenez ile 

sonuçlanan durumlara neden olmaktadır. TRPV1 kanallarının ve tüm TRP üst 

ailesinin fizyolojik olmayan durumlarda aktive olduğu ve özellikle Ca+2 hücre içi 

akışına neden olarak dengenin bozulmasına yol açtığı göz önüne alındığında bu 

kanalların daha fazla araştırılması gerektiği açıkça görülmektedir.  

Bu kanalların önemi, günümüzde bilinen voltaja duyarlı Ca+2 kanal 

blokerlerinin hiçbiri bu kanalları inhibe edememektedir. Bu kanalların fonksiyonu 

bozulacak olursa hücre içi Ca+2 miktarı patolojik düzeylerde seyredip hücrenin 

ölümüne sebebiyet verebilmektedir. Konuya bu noktadan bakılacak olursa, bu 

kanallar üzerine yapılan çalışmalar gün geçtikçe artmaktadır. Çünkü bunların 

düzenlenmesi veya patolojik durumdan fizyolojik duruma döndürülmesi, nöropatik 

ağrı tedavisine büyük katkı sağlayacağı bilim insanları tarafından düşünülmektedir. 

 Bu çalışmada, E2 tedavisinin AKG sinir hücrelerinde TRPV1 kanalları 

aracılığıyla Ca+2 girişini nasıl etkilediği ve E2’nin AKG sinir harabiyetini önlemedeki 

ve periferal TRPV1 kanal ağrı yolağı üzerindeki rolü deneysel menopoz modelinde 

patch-clamp tekniği kullanılarak araştırıldı. 

Sonuç olarak, sıçan AKG hücrelerinde E2 uygulaması ile OVX’in neden 

olduğu TRPV1 katyon kanal aktivasyonu ve dolayısıyla TRPV1 aracılı katyon kanal 

akımları azaltılmıştır. Elde edilen bu bulgular, E2’nin TRPV1 kanallarının 

aktivasyonunu azaltıp Ca+2 girişini düzenleyerek gerçekleştirebildiğini gösterdiği için 

önemlidir. OVX’in neden olduğu TRPV1 aktivasyonu üzerindeki bu inhibitör etkisi 

nedeniyle, E2 OVX kaynaklı AKG hasarı ve ağrı için güçlü bir farmakolojik hedef 

olarak dikkate alınabilir. Ayrıca E2 tedavisinin nöroprotektif etkisi nedeniyle 

deneysel bir menapoz modeli olan OVX’in indüklediği nöronal ölümü önlediği 

önerilebilmekle birlikte bu konuda daha detaylı çalışmalara ihtiyaç vardır.   
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ÖZET 

 

Arka kök gangliyon (AKG) hücrelerine aşırı kalsiyum iyonu (Ca+2) girişi, 

periferik ağrıyı tetikler. AKG nöronlarında çok miktarda eksprese edilen transient 

receptor potential vanilloid 1 (TRPV1), Ca+2 için geçirgen bir katyon kanalıdır. Bu 

kanallar AKG hücrelerinde oksidatif stres ve kapsaisini (CAP) de içeren farklı 

uyaranlarla aktive edilebilir. 17β-estradiol (E2)’nin beyinde nörolojik sistem üzerinde 

antioksidan etkilere sahip olduğu iyi bilinmektedir. Sıçanların sinir hücrelerinde 

E2’nin voltaj kapılı kalsiyum kanallarını güçlü bir şekilde inhibe ettiği gösterilmiştir. 

Bu bağlamda antioksidan E2, güçlü bir TRPV1 kanal antagonisti olarak ovariektomi 

uygulanan  sıçanların AKG hücrelerine Ca+2 girişini bu kanal aracılığıyla 

düzenleyebileceği düşünüldüğünden bu çalışmada ovariektomi (OVX) uygulanan 

sıçanların primer AKG hücre kültüründe, hücre içine Ca+2 girişi ile ilgili E2’nin 

etkileri  path-clamp tekniği ile araştırılmıştır.  

Otuz dört adet dişi sıçan rastgele üç gruba ayrıldı. Birinci grup (n=10) kontrol 

grubu, ikinci grup (n=12) OVX uygulanan grup olarak belirlenirken, üçüncü gruba 

(n=12) OVX uygulamasından sonra, 14 gün süreyle deri altına (80 µg/kg/gün) E2 

verildi. Tüm deneylerin tamamlanmasının ardından, üç deney grubunun primer AKG 

hücrelerinin whole cell patch-clamp tekniğiyle kayıtları alındı. Ayrıca bu hücrelerde 

hücreiçi ROT üretimi ve mitokondriyal depolarizasyon düzeyleri analiz edildi. 

Kapsazepin (CPZ), TRPV1’e özgü reseptör antagonisti iken, CAP TRPV1’e 

özgü  reseptör agonistidir.  TRPV1 reseptörünün AKG’de Ca+2 birikimine katıldığını 

göstermek amacıyla AKG hücreleri, CAP ile uyarılırken CPZ ile inhibe edildi. CAP 

normal AKG hücrelerinde bir akımı indükledi, patch çemberi medyumuna CAP 

ilavesini takiben artan şiddette 0.52 nA üzerinde akımlar aşamalı olarak gelişti  (0.83 

± 0.20 dakika). Akım CPZ ve NMDG+ tarafından geri dönüşümlü ve kısmi olarak 

bloke edildi. CAP yokluğunda akım oluşmadığını gözlendi. AKG hücrelerinde akım 

yoğunlukları kontrol+CAP ve OVX+CAP gruplarında CPZ uygulamasıyla önemli 

derecede (p<0.001) azaldı. OVX grubunda akım yoğunlukları OVX+E2 grubu ile 

karşılaştırıldığında önemli derecede (p<0.001) daha yüksek bulundu. Ek olarak, 

OVX’in indüklediği hücreiçi ROT üretimi ve mitokondriyel depolarizasyonun 
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tamamen azaldığı belirlendi. 

Sonuç olarak, bu çalışmanın bulguları, sıçanların AKG hücrelerinde OVX 

nedeni ile artan TRPV1 kanal aktivasyonu aracılığıyla yükselen akımların, E2 

uygulamasıyla azaldığını göstermiştir. Elde edilen bu bulgular, OVX sonucu oluşan 

ROT ve oksidatif stres ajanların nöronal ölüm ve periferik ağrının oluşumunu 

tetiklediği, E2 uygulamasının Ca+2 girişi üzerinde etki etmesi açısından büyük öneme 

sahiptir. OVX kaynaklı TRPV1 aktivasyonu üzerindeki inhibitör etkisi ile AKG 

hasarlarının ve ağrının azaltılmasında  E2 potansiyel farmakolojik hedef olarak 

düşünülmelidir. 

Anahtar Kelimeler: Östrojen; Arka Kök Ganglion; Ovariektomi; Ağrı; Patch-clamp 
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ABSTRACT 

 

Overload calcium ion (Ca2+) entry into dorsal root ganglion (DRG) neuron 

induce peripheral pain. Transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) is Ca2+ 

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 17β-estradiol (E2) has an antioxidant role on 

neurological systems in the brain. E2 was recently demonstrated to potently inhibit 

voltage gated calcium channels in the neurons of rats. Therefore, it is hypothesized 

that antioxidant E2 as a potent TRPV1 channel antagonist may modulate Ca2+ entry 

via TRPV1 channel in the DRG of ovariectomized (OVX) rats. Hence, in the current 

study, we investigated the neuroprotective properties of E2 in primary DRG neuron 

cultures of OVX 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 OVX group (n=12) although 

the third was OVX+E2 (n=12). E2 (80 µg/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 Ca2+ 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 Ca2+ 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 Ca2+ accumulation were also 
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significantly (p<0.001) lower in the OVX+E2 group compared to the OVX-only 

group. In addition, E2 completely reduced ovariectomy-induced intracellular ROS 

production and mitochondrial membrane depolarization. 

In conclusion, results of current study suggest that OVX-induced intracellular 

Ca2+ signaling and mitochondrial oxidative stress through activation of TRPV1 

channels is decreased in the DRG neurons of rats by E2 treatment. These findings 

hold particular significance and may provide an explanation for OVX-induced 

neuronal death and peripheral pain and E2 treatment may account for their Ca2+ 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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