T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOFiZIK ANABILIM DALI

LEPTININ HUCRE iCi KALSIYUM
SINYALLESMESI UZERINE ETKIiSININ
SICAN DORSAL KOK GANGLIYON
HUCRELERINDE INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi
SINEM ORUC

2012



ONAY SAYFASI

Prof. Dr. Emine UNSALDI

Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii

Bu tez Yiiksek lisans tezi standartlarina uygun bulunmustur.

Dog. Dr. Oguz OZCELIK

Biyofizik Anabilim Dal Baskan:

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yOniinden Yiiksek lisans Tezi olarak
kabul edilmistir.
Dog. Dr. Mete OZCAN

Danisman

Yiiksek lisans Sinavi Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Yunus KARAKO
Prof. Dr. Selim KUTLU s
Dog. Dr. Mete OZCAN A\A& Ay

Dog. Dr. Oguz OZCELIK
Yrd. Dog. Dr. [hsan SERHATLIOGLU




TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimime bilgi ve tecriibeleri ile biliyiikk katki saglayan,
tezimin hazirlanmasinda yardim ve desteklerini esirgemeyen danigmanim Sayin
Doc. Dr. Mete OZCAN’ a siikranlarimi sunarim.

Tez caligsmasi siiresince yardimlarini gordiigiim Biyofizik Anabilim Dali
Ogretim iiyesi Saym Dog. Dr. Oguz OZCELIK e, yiiksek lisans 6grencisi Nida
ASLAN’a, Fizyoloji Anabilim Dali Ogretim iiyeleri Saym Prof. Dr. Haluk
KELESTIMUR, Prof. Dr. Selim KUTLU, Prof. Dr. Ramazan BAL, Yrd. Doc. Dr.
Mustafa ULAS, yiiksek lisans 6grencisi Ersen ERASLAN’a ve biitiin hayatim
boyunca bana destek olan aileme,

Bu tezin gerceklesmesi igin destek saglayan Firat Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri (FUBAP) Koordinasyon Birimi’ne en icten tesekkiirlerimi

sunarim.



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI ..o [
ONAY SAYFASH ... i
TESEKKUR ........coooioiteeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt iii
ICINDEKILER .........oooviiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt iv
SEKIL LISTEST ......oooiiiiieiceee ettt Vi
TABLO LISTESI .....cooooiiiiiiiiiiiiiccicsscessssens vii
KISALTMALAR LISTESI .....c...ooooiiiiiiiiiiiiec, viii
Lo OZET ...t 1
2. ABSTRACT L. 3
3o GIRIS .ot 5
3.1. Noronlarda Istirahat Membran Potansiyeli...........ccccoveveiieeeircresierenienennns 6
3.2. Aksiyon Potansiyelinin Olugumu...........cccoviiiiiiiiiiiiiii e 9
3.3. Membran Iyon Kanallari.............ccccoueueiiueinicreiesscssseesseesss s 10
3.3.1. Voltaj Kapili Sodyum Kanallari .........ccccocviiiiiiiiiiiiiici, 11
3.3.2. Voltaj Kapili Potasyum Kanallart ..........c.ccooeniiiiiiniiic, 12
3.3.3. Klor Kanallari..........ccooeiiiiiiiiiiii e 13
3.3.4. Voltaj Kapili Kalsiyum Kanallart .........cccccoovviiiiiiiiniii 14
3.3.4.1. L tipi kalsiyum kanallart ..........cccovveiiniiniiniiiicic e 16
3.3.4.2. N tipi kalsiyum kanallart..........cccooveiiiiiniiiiiie 17
3.3.4.3. P/Q tipi kalsiyum kanallart ............cccovcvrviiiininiiiin e 18
3.3.4.4. R tipi kalsiyum kanallart ............cccooveviniiniiiii 18
3.3.4.5. T tipi kalsiyum kanallart ..........cocceoveiiiiiniiiiii 19

3.3.5. TRP Kanallari..........ccoovveiiiiiiiiiiis e 20



3.3.6. Aside Duyarl1 Tyon Kanallari..........ccoceeeeeeececeeecccceeeceeeeeeeeeeens 22

TR I o ] USSR 23
3.5 ABTT et 25
3.5.1. Agr1 Sinyallerinin Ietimi ......oovceveeeeeeececcecceeeceeereeeee e 26

3.6. Dorsal K6k Gangliyonu Néronlarinin Siniflandirilmasi ve Ozellikleri..... 27

4. GEREC VE YONTEM ........ccceoovititiiieseeeeeee ettt 30
4.1. Sigan Dorsal Kok Gangliyon Hiicrelerinin Primer KiltlirQi...........cccccoeuee 30
4.1.1. Kiiltiir Igin Kullanilan Soliisyonlar ve Kimyasal Ajanlar-................... 30
4.1.2. KUIUE VASALL ..eeviiiiiieiiiciieee e 32
4.1.3. Kiiltiir I¢in Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri ........................ 32
4.1.4. Diseksiyon Malzemeleri.........ccccovveiiiieieiie e 32
4.1.5. Diger EKIPMANIAT ..o 33
4.1.6. Dorsal Kok Gangliyon Hiicre Kiiltiirii Protokolil ............cccocviiiiiennne 33

4.2. Hiicre I¢i Kalsiyum Gériintiileme ve Goriintii Analizleri ..............c........... 34
4.2.1. Floresan Kalsiyum GOrtintileme ............cccevvviiieniiniicncciee s 35

4.3. Leptin UygUlamast......ccuerviiiiiirieie e 36
A4, TSTALISK c..vvveveieee ettt ettt 36
S.BULGULAR ..ottt bbb 38
6. TARTISMA ..ottt ettt et e e sre e neenee e 47
7. KAYNAKLAR oottt ste e e teeneenneenns 51
8. OZGECMIS ..ottt 60



Sekil 3.1:
Sekil 4.1:

Sekil 5.1:

Sekil 5.2:

Sekil 5.3:

Sekil 5.4:

Sekil 5.5:

Sekil 5.6:

SEKIL LISTESI

Kalsiyum kanal alt tipleri. .........ccooeiiiiiiiiee e 16
Kalsiyum Goriintiilleme Sisteminin Genel GOrliniisii. ............cceeeveenen. 37
DKG néronlarma uygulanan 0.1 pM leptinin [Ca*?]; diizeyine etkileri

DKG néronlarina uygulanan 1 pM leptinin [Ca*?]; diizeyine etkileri .. 40
DKG néronlarina uygulanan 10 pM leptinin [Ca*?]; diizeyine etkileri 41

DKG néronlarma uygulanan 100 pM leptinin [Ca*?]; diizeyine etkileri

DKG néronlarina uygulanan 1 pM leptin ve TG nin [Ca*?]; diizeyine
BEKIIEIT . 44
DKG néronlarina uygulanan PKC inhibitérii seletrin klorit ve 1 uM

leptinin [Ca™?]; diizeyine etkileri........c.ocovvvvereerreerereieseeeseeeesseeeseeneens 45

Vi



TABLO LiSTESI

Tablo 3.1; Memeli kas hiicresinde, Na*, K*, CI" ve Ca*? iyonlarinin hiicre ici ve
hiicre dis1 konsantrasyonlar1 ve bu konsantrasyonlarda elde edilen
elektrokimyasal denge potansiyelleri...........cccovvevevieiieii i 8

Tablo 3.2: Kalsiyum Kanal Siniflandirilmast. ..........cccceovviiiiiiniicinccee 20

Tablo 5.1: DKG néronlarinda, leptin (0.1, 1, 10 ve 100 uM) uygulamasina,

[Ca+2]i diizey (340 nm/380 nm floresan oranlar1) cevaplart............... 38

vii



[Ca™];
pM

AP

Ca®?

Cr

DKG
DVAKK

IP3

Na"*
NPY
OB-R
PKC
POMC
TG
VKKK
VKPK
VKSK

YVAKK

KISALTMALAR LiSTESI

: Hiicre I¢i Serbest Kalsiyum

: Mikromolar

: Aksiyon Potansiyeli

: Kalsiyum Iyonu

: Klor iyonu

: Dorsal Kok Gangliyonlari

: Diisiik Voltajla Aktive Olan Kalsiyum Kanallar
: Inozitol Trifosfat

: Potasyum Iyonu

: Sodyum Iyonu

: Noropeptid Y

- Leptin Reseptorii

: Protein Kinaz C

: Pro-opiomelanokortin

: Tapsigarjin

: Voltaj Kapili Kalsiyum Kanallar1
- Voltaj Kapili Potasyum Kanallar1
- Voltaj Kapili Sodyum Kanallar1

- Yiiksek Voltajla Aktive Olan Kalsiyum Kanallari

viii



1. OZET

Leptinin santral ve periferal olarak uygulanmasinin, nosiseptif davranisda
onemli rol oynadigi bilindigi halde hiicresel mekanizmasi heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir.  Bu ¢alismada leptinin periferal nosisepsiyondaki etki
mekanizmasini arastirmak amaciyla, izole edilmis sican dorsal kok gangliyon
(DKG) néronlarinda leptinin hiicre ici kalsiyum ([Ca*?];) diizeyine etkileri
incelendi.

izole edilmis DKG néronlar;, 1 pmol fura-2 AM ile yiiklendi ve Ca*
cevaplari, oransal 6lgtim kullanilarak degerlendirildi. Fura-2 AM ile yiiklenmis
DKG néronlari, dijital mikroskop kalsiyum goriintiileme sistemi kullanilarak, 340
nm/380 nm’de ecksitasyon ve 510 nm’de emisyon kaydedildi. [Ca*?;
konsantrasyonundaki degisim, DKG noronlarindaki 340 nm/380 nm floresan
oranindaki degisimle belirlendi. Leptin, doz bagimli olarak [Ca*?]; miktarinda arti
meydana getirdi. 340 nm/380 nm oranlari, (bazal 100.0£0.0 % vs leptin): %
104.6+0.4 (0.1 uM leptin, n=42), % 119.54+3.9 (1 uM leptin, n=31), % 129.44+4.2
(10 uM leptin, n=29) ve % 187.5+7.6 (100 uM leptin, n=35) konsantrasyonlarinin
eklenmesiyle takip edildi. Protein kinaz C (PKC) inhibitérii seletrin klorit 1 uM
leptinin  [Ca™]; diizeyinde meydana getirdigi artist baskilamaktadir (%
100.0+£0.0’dan % 56.7+6.4’e, n=27). Hiicre i¢i depolarin tapsigarjin (TG) ile
muamelesi sonrasinda bosaltilmasini takiben leptin uygulandiginda, leptinin
meydana getirdigi artis Onemli Olgiide azalmaktadir. (TG + 1uM leptin =
106.1£2.4 %, n=18).

Bu ¢alisma ile ilk kez DKG hiicre kiiltiriinde leptinin [Ca*?]; miktarinda

meydana getirdigi degisimin, periferal nosiseptif sinyalde rol oynayan PKC-
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bagimli mekanizma araciligiyla oldugu gosterildi. Viicutta enerji dengesi iizerinde
etkili oldugu bilinen leptinin, ayni zamanda agri algilama siirecinde de rol

oynadig distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Leptin, Kalsiyum Goriintilleme, Dorsal Kok

Gangliyonu, Agri, Protein Kinaz C.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS OF LEPTIN ON INTRACELLULAR

CALCIUM SIGNALS IN RAT DORSAL ROOT GANGLION NEURONS

Central and peripheral administration of leptin plays an important role in
nociceptive behavior, but the cellular mechanism of this action remains unclear.
This study investigate the effects of leptin on intracellular calcium, ([Ca®*];) levels
in isolated rat dorsal root ganglion (DRG) neurons, with the aim of exploring
possible involvement of leptin-mediated signaling in peripheral nociception.

Isolated DRG neurons were loaded with 1 umol fura-2 AM and Ca?*
responses were assessed by using the fluorescent ratiometry. Fura-2 AM loaded
DRG cells were excited 340 nm and 380 nm, and emission was recorded at 510
nm by using digital microscopic calcium imaging system. Changes in free
intracellular calcium concentrations were determined by the change in 340
nm/380 nm ratio in individual DRG neurons. Leptin caused increase in [Ca?']iin a
dose depedent manner. The mean 340 nm/380 nm rations were (baseline
100.0+0.0 % vs leptin): 104.6+£0.4 % (0.1 uM leptin, n=42 cells), 119.5+3.9 % (1
uM leptin, n=31 cells), 129.4+4.2 % (10 uM leptin, n=29 cells) and 187.5+7.6 %
(100 uM 1leptin, n=35 cells) following addition of respective concentrations of
leptin. The PKC inhibitor chelerythrine chloride significantly decreased the leptin
(1 uM)-induced calcium responses (from 100.0+0.0 % to 56.7+6.4 %, n=27 cells).
After depletion of thapsigargin-sensitive calcium stores by treatment of cells with

thapsigargin (TG) attenuated but not completely blocked the subsequent calcium



responses to 1 uM leptin (TG + 1uM leptin = 106.1+2.4 % (n=18 cells) vs. 1 uM
leptin=119.5+3.9 (n=23 cells).

We first demonstrated that leptin mediate peripheral nociceptive signalling
through mechanism that involves PKC-dependent changes in intracellular calcium
levels in rat primary sensory neurons. Results from this study indicates that in
addition to mediating the sensing of energy reserves in the body, leptin involved

in the sensing process of pain.

Key Words: Leptin, Calcium Imaging, Dorsal Root Ganglion, Pain,

Protein Kinase C.



3. GIRIS

Canl1 organizmanin temel birimi hiicredir. Tek hiicreli canlilarda oldugu
gibi, bir tek hiicre de tamamen bagimsiz yasayabilir. Doku yapilarina giren
hiicreler de, tipki bagimsiz hiicreler gibi acik sistemlerdir. Hiicrelerarasi sivi adi
verilen ortam i¢inde bulunan doku ve hiicreler, bu ortamdan hiicre membrani ile
ayrilirlar. Hiicre membraninin temel islevi hiicre biitlinliigliniin korunmasidir.
Hiicre membranlari, i¢ ortam 06zelliklerinin sabit kalmasini, dis ortamdan
etkilenmemesini saglar. Hiicrenin g¢evresi ile se¢ici madde alis verisi yapmasi,
gereksinim duyulan maddelerin kolaylikla iceriye alinmasi, reaksiyonlar sonucu
artik {irlinlerin disartya atilmasi hiicre membrant aracilign ile gerceklesir.
Biyoelektrik olaylar da hiicre membranlarinin bir iglevidir.

Hiicre membranlarinin kalinliklar1 6-10 nm arasindadir. FElektriksel
bakimdan yalitkan 6zelliklere sahip lipit ¢ift tabakasinin dielektrik sabiti 2 ile 3
F/m arasindadir. Hiicre membraninin, kalinliginin ¢ok kiiciik olmasi yliziinden, 1
uF/cm2 gibi ¢ok biliyiik bir sigaya sahiptir. Kapasitif davranis yaninda iletkenlik
Ozelligi de gosteren membranlarin sizint1 direnci 10%-10° ohm.cm? arasindadur.
Membranin iki tarafi arasinda 60 mV’luk bir potansiyel fark var ise membran
icinde 10" V/m gibi oldukea yiiksek siddetli bir elektriksel alan kurulur. Bu
potansiyel fark 150 mV’a ¢ikarildiginda dielektrik yap1 bozulmakta, membrandan
bliyiik bir akim gegmektedir (1).

Hiicre dinlenim halinde iken, hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamlar arasinda bir
potansiyel fark vardir. Bunun en 6nemli nedeni, hiicre membraninin sodyum

(Na"), potasyum (K*), kalsiyum (Ca*?) ve klor (CI') iyonlarina gdsterdigi secici



gecirgenliktir. Bunun sonucunda bu iyonlar membranin iki tarafinda farkli
konsantrasyonlarda bulunurlar. Luigi Galvani’nin 1791 yilinda kurbagalarda
yaptig1 deneylerde tanik oldugu elektriksel olaylarin temelinde de bu potansiyel
fark yatar. Galvani’nin “hayvansal elektrik” adim1 verdigi biyoelektrik
potansiyellerle ilgili ¢alismalar, daha sonra Hodgkin ve Huxley’in miirekkep
balig1 dev aksonunda yaptigi calismalarla, uyarilabilir hiicrelerdeki elektriksel
olaylarin anlasilmasini ve elektrofizyoloji alaninda bir ¢igir agan patch kenetleme

tekniginin gelismesine temel basamak teskil etmistir (2, 3).

3.1. Noronlarda Istirahat Membran Potansiyeli

Membranin iginde K konsantrasyonu ¢ok yiiksek, disinda ise g¢ok
diisiiktiir. Hiicrenin iginin disina oranla daha biiyilk bir K* konsantrasyon
gradyania sahip olmasi nedeniyle, K* iyonlar1 hiicrenin disina dogru ¢ok giiclii
bir difiizyon egilimi gosterir. Bu durumda, K* iyonlar membranin disia gecerek
membranin dis yiiziinii elektropozitif yapar. K* iyonu ile birlikte disariya difiize
olmayan, geride kalan negatif anyonlar, membranin i¢ yiiziinii elektronegatif
yaparlar. Membranin dis ylizliniin pozitif, i¢ ylizliniin negatif olmasiyla ortaya
cikan bu yeni potansiyel fark, pozitif yiiklii K* iyonlarinin, disaridan iceriye dogru
gecisinde etkili olur. Bu potansiyel fark 1 ms iginde, K* iyonlarmin daha fazla
disartya geg¢isini engelleyecek diizeye gelir. Bunlara ek olarak istirahat halinde
K™un hiicre membranindan, Na"a gére 50-100 kat daha kolay gecebildigi
bilinmektedir (4).

K" iyon konsantrasyonuna karsi Na® konsantrasyonu ise, membranimn

disinda ¢ok yiiksek iken iginde ¢ok diisiiktiir. Na'iyonlarmin igeriye dogru



difiizyonu, membranin dis1 negatif, i¢i pozitif olacak sekilde bir membran
potansiyeli yaratir. Membran potansiyeli, saniyeler i¢inde Na* iyonlarmin igeriye
net diflizyonunu durduracak diizeye yiikselir. Boylece yar1 gegirgen bir
membranin iki tarafindaki iyonlarin konsantrasyonlar1 arasindaki fark, uygun
kosullar altinda bir membran potansiyeli meydana getirir. Nernst iyon dengesi
olarak ifade edilen, bir iyonun elektriksel olarak denge durumuna gelmesi ve net
difiizyonu Onleyecek olan potansiyel, membranin iki tarafindaki iyonlarin
konsantrasyonu ile tayin edilir (4).

Bir iyon i¢in denge potansiyeli, Nernst denklemi ile ifade edilir.

CZF ]

e _RT n[ldls]

Ei= I iyonu i¢in denge potansiyeli

R = Gaz sabiti

T = Mutlak sicaklik

F = Faraday sabiti

Z, =l iyonunun degerligi

[ las ] = Hiicre disindaki I konsantrasyonu

[ li; ] = Hiicre igindeki I konsantrasyonu



Tablo 3.1: Memeli kas hiicresinde, Na*, K*, CI" ve Ca' iyonlarimin hiicre i¢i ve hiicre disi
konsantrasyonlari ve bu konsantrasyonlarda elde edilen elektrokimyasal denge potansiyelleri
(Kaynak 1’den degistirilerek alinmistir).

Denge Potansiyeli

Iyon Cinsi Konsantrasyon
(mV)
Hiicre Dis1 Hiicre I¢i
(umol/cm®) (umol/cm®)
Na* 145 12 +66
K* 4,1 150 -96
Ca* 15 10" +129
cr 118 3,9 -90

Membran birden fazla iyona gecirgen oldugu zaman membran potansiyeli

Goldman Hodgkin-Katz denklemine gére hesaplanir.

, _RT, P (K], +Pu[Na] +Po[CI |

"F F>K[K+]i + PNa[Na+]

Vm = Membran potansiyeli

Pk = Potasyum iyonuna bagil ge¢irgenlik
Pna = Sodyum iyonuna bagil gegirgenlik
Pci = Klor iyonuna bagil gecirgenlik

i = Iyonun i¢ konsantrasyonu

d = Iyonun dis konsantrasyonu



3.2. Aksiyon Potansiyelinin Olusumu

Sinir hiicreleri, membran potansiyellerindeki hizli degisimlerden olusan
aksiyon potansiyel (AP) lerini iletir. Her AP, normal siikun negatif potansiyelden
pozitif membran potansiyeline ani bir degisme ile baslar ve hemen hemen ayni
hizla tekrar negatif potansiyele geri doner. Bir sinir sinyalinin iletisinde AP, sinir
lifi boyunca sinir ucuna gelinceye kadar yayilir. Pozitif yiiklerin baglangicta lifin
icine aktig1 ve sonunda tekrar disa geri dondiigii goriilmektedir. Daha sonra
membran potansiyelinde, saniyenin onbinde biri gibi ¢ok kisa siirede birbiri ardina
olusan degisimlerle AP’ler ortaya ¢ikmaktadir.
Dinlenim Doénemi: Bu donem AP olusmadan Onceki membran dinlenim
potansiyelini belirtir. Bu dénemde biiylik bir negatif membran potansiyelinin
bulunmasi nedeniyle membran “polarize” durumdadir.
Depolarizasyon Dénemi: Bu donemde membran aniden Na™a karsi gegirgen
hale gelerek, cok biiyiik miktarda pozitif yiikli Na* iyonunun aksonun icine
alinmasina yol agar. Normalde “polarize” durum, potansiyelin hizla pozitif yonde
yiikselmesi ile kaybolur. Buna “depolarizasyon” denir. Kalin sinir liflerinde,
membran potansiyeli genellikle sifir diizeyini asarak pozitif olur, fakat bazi kiigiik
sinir lifleri ve merkezi sinir sistemindeki noronlarin ¢ogunda potansiyel ancak
sifir diizeyine yaklasir ve pozitif duruma gegmez.
Repolarizasyon Dénemi: Membranin Na“’a gecirgenligi ¢ok fazla arttiktan
sonra, saniyenin onbinde biri gibi kisa bir siirede Na* Kanallar1 kapanmaya baslar
ve K" kanallar1 normaldeki haline gore daha fazla agilir. K™ iyonlarinin disa dogru
hizli diflizyonu membranin negatif dinlenim potansiyelinin yeniden olusmasini

saglar. Buna membranin “repolarizasyonu” adi verilir (4).



Hiperpolarizasyon Dénemi: K* kapilarmin acilmasiyla fazla miktarda K* iyonu
hiicre disina difiize olur. Hiicre iginin dinlenim potansiyelinden daha negatif

dinlenim potansiyeline gectigi bu déneme “hiperpolarizasyon’ adi verilir.

3.3. Membran Iyon Kanallar

Kanalin yapisint meydana getiren integral membran proteinleri, i
ceperleri polar grup ve yiikli gruplarca kaplanmis i¢i su dolu bir gdzenek
olusturmaktadir. Bu gozenek genellikle bir iyondan daha genistir. Ancak sinirli bir
bolgesinde atomik boyutlara kadar daralmakta ve bu dar bolge iyon segici bir
filtre olarak davranmaktadir (5).

Kapil kanallar1 olugturan makro molekiillerin agik ve kapali gibi iki farkl
konformasyonu vardir. Bir kapinin kismen agik olmasi gibi bir ara durum yoktur.
Kapmin acilip kapanmasi icin gerekli konformasyon degisiklikleri, ytiklii veya
dipolar yapidaki bir voltaj sensoriine etki eden elektriksel kuvvetlerle,
norotransmitter molekiillerin baglanmasindan dogan kimyasal kuvvetlerle veya
bazi duyusal sinir uglarinda gerilme ve basing gibi mekanik kuvvetlerle
yonetilirler. Buna gore de kanallar, voltaj kapili, ligand kapili ve mekanik kapili
olarak adlandirilirlar. Gliniimiizde ise molekiiler biyoloji, farmakoloji ve biyofizik
alaninda yapilan ¢alismalar ¢ok sayida iyon kanali ve bu kanallarin alt tiplerinin
oldugunu ortaya koymustur (1).

Kanallarin segicilikleri oldukga yiiksektir ancak bir kanal, goreceli olarak
zayif da olsa, bir¢ok farkl: tiirden iyonu gecirebilmektedir. Uyariin yayilmasi ile
ilgili olan en dnemli kanallar Na*, K*, CI" ve Ca*? kanallaridir. Bir membranda

ayni tiir iyona gegirgen farkl 6zelliklerde kanallar bulunabilmektedir. Bir néronun
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farkli bolgelerinde kanal dagilimi farkliliklar gosterir. Boylece noronun farkli
bolgeleri farkli islevler iistlenebilmektedir. Ornegin; Ca*® kanallar1 sinir son
uclarinda ¢ok yogundur ve bu kanallardan igeri Ca*? girisi ile transmitter madde
salinir.

Giliniimilizde kanallarin islevlerinin incelenmesinde “patch” kenetleme adi
verilen yontem yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu teknigi gelistirenlerin
onciilerinden Erwin Neher ve Bert Sakmann’a 1991 Nobel Tip ve Fizyoloji Odiilii

verilmistir.

3.3.1. Voltaj Kapili Sodyum Kanallar:

Voltaj kapili sodyum kanallarinin (VKSK) aktivasyonu, tiim ndronlarin
uyarilabilirligi ve iletkenligi i¢in ¢ok dnemlidir. VKSK iletkenligi, AP nin gegici
olarak depolarizasyonuna neden olmaktadir. Bu kanallar, a (260 kDa) (Navl1.1-
Nav1.9) ve B alt tinitelerinden (33- 45 kDa) (B1, B1a, P2 ve B3) meydana gelmistir
(6, 7, 8, 9). Onemli fonksiyonlar1 oldugu bilinen, a alt iinitesinin 9 izoformu
bulunmaktadir. B alt iinitesi ve diger sitozolik kanal ciftleri, hiicre membraninda
kanallarin agilmasini ve kanallarin biyofiziksel 6zelliklerini diizenlemektedir.

Farmakolojik ve biyofiziksel o6zelliklerine gore Na® kanallari, hizh
tetrodotoksine duyarli Na" kanallar1 ve yavas tetradoksine duyarli Na* kanallari
olmak iizere iki sinifa ayrilir (10, 11). Na* kanallari, istirahat halinde inaktif ve
kapali durumdadirlar. Gegici kanal agilisi, konsantrasyon gradiyentinin diisiigiiyle
Na’ iyonlarinin akisma izin verir. Boylece, AP olusumu igin esige yakin olan

depolarize noronlar, ige dogru transmembran akimini olustururlar. Bazi kanallar,
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acilisindan  birka¢ milisaniye sonra hizlica inaktive olurlar ve bdylece
konformasyon degisimlerinin inaktivasyonunu geri kazanirlar (12, 13).

Duyusal néronlarda VKSK, hasarli bir dokudan periferal sinirlere dogru
ortaya c¢ikan kronik agrili néropatide direk olarak 6nemli rol oynamaktadir. Bu
kanallarin antikonviilzanlar, antiaritmikler ve lokal anestezikleri iceren blokorleri
noropatik agrinin tedavisinde etkilidir (13). Noropatik agrinin altinda yatan

mekanizmanin arastirilmasi i¢cin VKSK 6nemli rol oynamaktadir (11).

3.3.2. Voltaj Kapih Potasyum Kanallar:

Voltaj kapili potasyum kanallar1 (VKPK), uyarilabilir (n6ronlar ve kalp
kas1 vb.) dokularda AP frekansini regiile etmede ve AP’leri sekillendirmede
onemli rol oynamaktadirlar. Presinaptik VKPK, beynin tamamindan hem eksitator
hem de inhibitdr nérotransmitter salinimini diizenler (14).

VKPK, K" iyonlarinin akisina izin vermesiyle birlikte uyarilabilir
hiicrelerde repolarizasyona neden olmaktadir (12, 15). VKPK’nin « alt {initeleri,
polipeptidden meydana gelmistir. Her bir polipeptid, 6 transmembran heliks
yapiya sahiptir (S1-S6). S5-S6 bolgeleri arasindaki iki ilave bilesen kanalin
gozenek bolgesini olusturur (16, 17, 18). S4 bolgesi ise pozitif yliklidiir ve dnemli
voltaj sensorii olarak etki etmektedir. S4 disar1 dogru etki ettigi zaman plazma
membrani, konformasyon degisimlerine ugrar. S5-S6 ise heliks ve depolarize
duruma gelir. Bu nedenle, kapmin agilis1 ile K* iyonlar1 disar1 ¢ikmaktadir. (16,
17, 18).

Molekiiler olarak incelendiginde a 1.9 (19, 20, 21, 22, 23) ve B 14 (23) alt

birimleri bulunan VKPK, gecikmis-dogrultucu K" kanallari, igeriye yonelik K*

12



kanallar1, izl gegici A tipi K* kanallar1 (Ka) (24, 25, 26, 27), yavas aktive olan
K* kanallar, ATP’ye duyarlh K* kanallar1 (Katp) Ve Ca™ ile aktive olan K*
kanallar1 seklinde smiflandirilmistir (27, 28). Gecikmis dogrultucu tipteki
kanallar, blokorlerden tetraetilamonyuma duyarli iken Ka kanallar1 4-
aminopiridine daha duyarhdirlar (27, 29). Gecikmis dogrultucu ve Ka kanallariin
birlikte bulundugu membranlarda, sabit depolarize edici bir puls akimima ¢oklu
ateslemeli aksiyon potansiyeli seklinde yanitlarin olustugu gosterilmistir (27, 30).
Katp'nin, pankreas P hiicrelerinde varhigi tespit edilmistir. Bu kanallar, instilin
sekresyonunda rol oynar ve bdylece glukoz homeostazisinde ¢cok onemli role
sahiptir (31). Katp, hiicresel metabolik degisimlere karsi yanit olustururlar. Bu
kanallar, ATP ve sulfoniliireler tarafindan inhibe edilirler. (32, 33). Ca*?ile aktive
edilen K* kanallari ise, 2 sekilde tanimlanmistir. Bunlar; biiyiik iletkenlige sahip
olan Ca*? ile aktive edilen K* kanallar1 ve kiigiik iletkenlige sahip olan Ca*? ile
aktive edilen K* kanallaridir. Bu kanallarmn her ikisi de, homotetramer yapiya

sahiptir ve Ca*®’a duyarli olan intraselliiler sekans gelistirmislerdir (34).

3.3.3. Klor Kanallan

Canlilarda bol miktarda bulunan CI iyonlarinin zarin iki tarafindaki
dagilimi dengededir. Cok farkli tipleri saptanmis CI* kanallarinin bilinen en
onemli islevi membran potansiyelini stabilize etmektir (1). Bu kanallar, plazma
membraninda ve ¢ogu dokunun hiicre i¢i organellerinde bulunmaktadir (35). CI
kanallar1 i¢in yiiksek affiniteli ve selektif antagonist ¢ok azdir. Bilinen en selektif
ve giiclii antgonistler arasinda niflumik asit, 5-nitro-2-benzoat (36), akrep

venomunda izole edilen klorotoksin, sezyum ve rubidyum yer almaktadir (1). CI’
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kanallar1 memelilerde 9 gen tarafindan kodlanmaktadir (35). Cesitli sinir
dokularinda ti¢ farkl tipte C1” kanali bulunmustur. Ligand kapili C1” kanallar1 (37),

voltaj bagimli CI” kanallar1 (38), Ca*? ile aktive olan CI kanallaridir (39).

3.3.4. Voltaj Kapih Kalsiyum Kanallar:

Voltaj kapili kalsiyum kanallar1 (VKKK), néronlarda hiicre igine Ca*?
giriginin temel diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir. Ca*? iyonu ¢esitli yollarla
hiicreye girdikten sonra bir¢ok sahada ikincil mesajc1 gibi davranir. Ca*?, kas
kontraksiyonunu, nérotransmitter salinimini ve gen ekspresyonunu diizenleme
gibi birgok fonksiyonda gorev alir. Asir1 hiicre ici kalsiyum ([Ca™?)) artis1 da,
néronal hasara yol agmaktadir. (40, 41). Ca*? diizeyindeki artis, voltaj veya ligand
bagimli Ca*? kanallari aracilif1 ile hiicre digindan Ca*? girisi ya da hiicre igi
depolardan (inozitol 1, 4, 5 trifosfat (IP3) ve riyanodin reseptorii/kalsiyum
saliverilme kanalr) Ca*? saliverilmesi ile gerceklesir.

VKKK’nin, biyofiziksel, farmakolojik ve molekiiler olarak 3 ayr
simiflandirilmas:  yapilmistir. VKKK molekiiler olarak; a;, B, vy ve o0 alt
birimlerden olusmaktadir (42, 43, 44) (Sekil 3.1). 190-250 kDa agirhgindaki a; alt
initesi, genis bir alt birimdir. oy alt tnitesi, ikincil haberciler ile kanal
regiilasyonunu  diizenlemede (45) ve kalsiyum geciren gdzenekleri
sekillendirmede gorev alir (44, 46). o, alt {initesi, yaklagitk 2000 aminoasitin
olusturdugu 4 homolog bodlgeden (I-IV) meydana gelmistir. o4 alt iinitesi, 6
transmembran bolgeden olusan heliks (S1-S6) bir yapiya sahiptir. 10 tane gézenek
olusturucu oy alt birimi tanimlanmistir ve 3 alt sinifa ayrilmaktadir. Bunlar;

farmakolojik karakterlerine ve oy alt iinitesinin yapisal benzerliklerine dayanan
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Ca,1 (L-tipi), Ca,2 (N, P/Q, R tipi) ve Ca,3 (T-tipi) olarak tanimlanmaktadir (47).
Na*, K* ve Ca™ kanallarinin alt iiniteleriyle ilgili yapisal ve fonksiyonel
caligmalar, bu kanallarin fonksiyonlarinin tanimlanmasina yol gostermektedir (45,
48). S5 ve S6 transmembran segmentleri, P diigiimii arasindaki por
modiilasyonunu saglamaktadir. S1 ve S4 segmentleri ise voltaj sensorii olarak
gorev yapmaktadir (45).

Intraselliiler B alt {initesi, 50-65 kDa agirliginda hidrofilik bir proteindir. oy
ve & alt lnitelerinin disiilfid bagi ile birlesmesi sonucu meydana gelen a6 alt
tinitesi, tek gen tarafindan kodlanir. 4 transmembran segmente sahip y alt {initesi
ise iskelet kasinda, Ca*? kanallarmin tamamlayici bir parcasidir. Ca'*? kanallarinin
yardimci alt {niteleri, kanal fonksiyonlar1 lizerinde 6nemli gorevlere sahiptirler
(45, 49, 50). VKKK’nin B alt {niteleri, a; alt {initelerinin hiicre yiizeyindeki
ekspresyonunu etkilemekte ve bunlarim kinetik yapilarmi biiylik 6lgiide
artirmaktadirlar. 00 alt tiniteleri, as alt {initelerinin hiicre yiizey ekspresyonlarini

artirmaktadir ve voltaj bagimli kapilar tizerindeki etkileri kalict degildir (45, 51).
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disiilfid bag

hiicre disi

hiicre igi

Sekil 3. 1: Kalsiyum kanal alt tipleri. VVoltaja duyarl kalsiyum kanallari 4 alt birimden olusmustur.
al alt birimi birbirine benzer 4 alandan olusmustur ki her biri 6 transmembran segment igerir. B alt
birimi intraselliilerdir. y alt biriminin 4 transmembran segmenti vardir. § alt biriminin 1 tane
transmembran segmenti vardir ve disiilfid bag ile ekstraseliiler a2 alt birimine baghdir (Kaynak
40°dan degistirilerek alinmistir).

VKKK biyofiziksel olarak; L, P/Q, N, R ve T tipi olarak
smiflandirilmislardir. Bunlar; voltaj aktivasyonu, kanal iletkenligi, spesifik

blokdrlere duyarlilik gibi durumlarda 6zellik bakimindan farklilik gosterirler (40,

42) (Tablo 3.2).

3.3.4.1. L tipi kalsiyum kanallar
L tipi VKKK, uyarilabilir hiicrelerde kalsiyum girigini regiile eden ¢ok
sayida alt birime sahiptir (52) ve kalp kasi, iskelet kasi ve sinir hiicrelerinde

bulunurlar (40). L tipi VKKK, Cayl.1 (as), Cayl.2 (asc), Cayl.3 (aip) ve Cayl.4
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(ozp) alt birimlerinden meydana gelmistir (45, 46). Cayl.1 (o1s), Cayl.2 (oyc),
Ca/l.3 (awp) alt birimleri, kalp kasnda Ca*® regiilasyonunda c¢ok énemli
fonksiyonlara sahiptir. Kas kontraksiyonunun 2 membran proteini arasindaki
etkilesimi, L tipi VKKK ve riyanodin reseptorlerinin hiicre igi Ca*?
konsantrasyonunu arttirmasi ile meydana gelmektedir (53).

Noronlarda bulunan L tipi VKKK akimlari, néronal fonksiyonlarin biiyiik
bir kismima katki saglar. L tipi VKKK, nérotransmitter saliniminda, hiicre igi
fonksiyonlar igin gereksinim duyulan Ca**’nin saglanmasinda ve Ca*? ile aktive
edilen K* kanallarmin regiilasyonunda énemli rol oynamaktadir. Ca,l kanallar1
yiiksek esikte aktive olan kanallar olarak bilinirken, Ca,1.3 ve Cay,1.4 kanallari
diisiik esikte aktive olmaktadirlar (54, 55). L tipi VKKK, hiicresel agrt modeli
olan dorsal kok gangliyon (DKG) hiicrelerinde ilk kesfedilen Ca*? kanalidur.

Ca,1.2 ve Ca,1.3 alt tipleri de DKG’de yogun olarak bulunmaktadir (56, 57).

3.3.4.2. N tipi kalsiyum kanallar:

N tipi kalsiyum kanallari, néronlarin presinaptik sinir terminallerinden
transmitter salinmasi islevini yiritarler (47, 58). N tipi kalsiyum kanal
aktivasyonu, kalsiyum girisine ve norotransmitter salinimina neden olur ki bu
durum sensor eksitabilitesinde degisiklige ve biiylik olasihikla da agn
algilamasinda degisiklige yol agar (40, 59, 60). Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
tarafindan 2004 yilinda onay alan, N tipi kalsiyum kanal blokorii olan zikonotidin
intratekal uygulanmasi 0Ozellikle kanser hastalarinda agri  kesici olarak
kullanilmaktadir. (40, 61, 62, 63). Zikononotidin intratekal uygulanmasiyla, sinir

hasart meydana gelmis farelerde de agr1 yanitinin azaldigi gozlenmistir (40, 64,
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65). N tipi VKKK blokérleri, P maddesinin salinimini azaltmaktadir (40, 66, 67).
P maddesinin salinim1 ise néronal hipereksitabiliteyi meydana getirmektedir (40,

68, 69, 70).

3.3.4.3. P/Q tipi kalsiyum kanallar

Giiglii depolarizasyonla aktive olan P tipi kalsiyum kanallari, serebellar
purkinje hiicrelerinde tanimlanmistir (71) ve oga, 020 ve Paa alt birimlerinden
olusmaktadirlar. P tipi kalsiyum kanallari, transmitter salinimindan sorumludurlar
ve w-agotoksin IVA ile baskilanirlar (45, 58, 72). P/Q tipi VKKK nakavt farelerde

nosiseptif uyaricilara duyarlilik azaldig gézlenmistir (73).

3.3.4.4. R tipi kalsiyum kanallar

Yapilan ilk ¢alismalarda R tipi Ca™ kanallart rezistans olarak
tanimlanmistir. R tipi Ca*? kanallari, yiiksek esige sahip olduklarindan ancak
giiclii depolarizasyonla aktive olurlar. Bu kanallar, oje, 026 ve Pip alt
birimlerinden olusurlar (47, 72, 74, 75, 76). R tipi Ca*? kanallar1 transmitter
salmmminda sorumludurlar. Ayrica hipokampal noéronlarin ateslemesine ve
depolarize edici ard potansiyelin olusumuna da katkida bulunurlar (77, 78).

R tipi VKKK, omuriligin dorsal kok kismin1 kapsayan tiim sinir
sisteminde bulunur (79). R tipi VKKK’nn, spinal ve supraspinal seviyede hem
nosiseptif hemde antinosiseptif agriyr azaltmis olabilecegi diistiniilmektedir (40,
80). Agn ile ilgili ¢alismalarda, R tipi VKKK blokorii olan Hysterocrates gigas

venomlarindan elde edilmis SNX-482 kullanilmaktadir (40, 81, 82).
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3.3.4.5. T tipi kalsiyum kanallari

T tipi kalsiyum kanallari membran dinlenim potansiyeline yakin
depolarizasyonlarla aktive olan diisiik esige sahip kanallardir. T tipi VKKK, kalp
kasi, diiz kas, DKG hiicre gévdesinde ve serbest sinir uglarinda bulunur (40, 83).
Diisiik voltajla aktive olan T tipi kalsiyum kanallari, istirahat potansiyeline yakin
negatif membran potansiyellerinde aktiflesirler. Bu kanallar, repolarizasyon
aktivitesine ve uyarilabilirlige katkida bulunarak AP i¢in esigi diisiirebilirler (40,
84, 85). T tipi VKKK ’nin, o alt birimlerine gore 3 alt tiirli tanimlanmistir. Bunlar;
Ca,3.1, Ca,3.2 ve Ca,3.3 tiir (86).

T tipi VKKK inhibitorlerinin 6zel segici bir alt tiirleri yoktur. T tipi VKKK
blokorlerinden etosuksimid, mibefradil ve (3B, 50, 17p)-17- hidroksiedtran-3-
karbonitril (ECN), hayvan agr1 modellerinde agri yanitini azalttigi gézlenmistir
(40, 86, 87, 88). Talamustaki T tipi VKKK ’nin, pacemaker aktivitesini de azalttig

diistiniilmektedir (40, 89).
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Tablo 3.2: Kalsiyum Kanal Simiflandirilmasi (Kaynak 47°den degistirilerek alinmistir).

Smiflandirma Biyofiziksel Aktivasyon Bulundugu Bélge Ozellikler
veya ozelligi
Farmokolojik
tamimlama
Ca/l.1; ags L YVA Iskelet kasi Dihidropiridin
Kalp, diiz kas, akciger, o o
Ca,1.2; ayc L YVA . . Dihidropiridin
merkezi sinir sistemi
. Merkezi sinir sistemi
Orta voltajla : : o L
Ca,1.3; aip L . sinoatrial digiim, Dihidropiridin
aktive .
endokrin dokular
Orta voltajla )
Ca,1.4; oy L ) Retina
aktive
L . w-agatoksin
Ca,2.1; asa P/Q YVA Merkezi sinir sistemi
IVA
L ) w-konotoksin
Merkezi sinir sistemi,
_ GVIA,
Ca2.2; a5 N YVA periferal néronlar, . ]
zikonotid ve
noromiiskiiler kavsak
TROX 1
Merkezi sinir sistemi,
Ca,2.3; o R YVA SNX- 482
kalp
o . Mibefradil,
Merkezi sinir sistemi, )
Ca,3.1; a;g T DVA etosiiksimit ve
kalp
ECN
Kalp, bobrek,
Ca,3.2; aiy T DVA karaciger, merkezi
sinir sistemi
Ca,3.3; ay T DVA Merkezi sinir sistemi

3.3.5. TRP Kanallar:

Transient (gecici) reseptdr potansiyel (TRP) kanallari ilk olarak 1998

yilinda Drosophila tiirii sirke sineklerinin goz hiicrelerinde bulunmustur (90, 91,

92, 93). Genetik aragtirmalar sonucunda TRP kanallarmin 7 alt tipi tespit

edilmistir. Bu alt tipler; A) TRP cononcial (TRPC) 7 farkli alt tipi, B) TRP
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vaniloid (TRPV) 6 farkl:i alt tipi, C) TRP polisistin (TRPP) 3 farkli alt tipi, D)
TRP mukolipin (ML) 3 farkli alt tipi, E) TRP ankyrin (TRPA) 1 alt tipi, F) TRPN,
TRP melastatin (TRPM) 8 farkl: alt tipi vardir (90, 94, 95, 96, 97, 98, 99).

Biitin TRPC kanallar1 aym1 ya da farkli akim 6zellikleriyle
heterotetramerler olarak gorev yapan secici olmayan Ca* gecirgen katyon
kanallaridir (100). Kendi iginde 7 farkli alt gruba ayrilmistir (101). TRPV
kanallari, katyonlar i¢in se¢ici olmayan ve Ca+2’ya gecirgen olan polimodal 1s1 ve
kemosensitif kanallardir (102). TRPM kanallari, Ca*? ve Mg*? arasinda oldukca
degisken gecirgenlikler gosterir (103). TRPML kanallari, segici olmayan katyon
kanalidir ve [Ca+2]i ile aktive olmaktadir (101). TRPP kanallar1, se¢ici olmayan
katyon kanalidir ve [Ca+2]i artis1 ile aktive olur (101). TRPA kanallar1 ise, segici
olmayan katyon kanallaridir ve [Ca™]; artis1 ile aktive olmaktadir. Bu iyon
kanallarinin ¢ogunlugu Na® ve Ca'?ya ayni anda gecirgen yani tek bir iyon
kanalina secici olmayan iyon kanallaridir.

Sonug olarak biyolojik mekanizmalara iliskin birbirinden bagimsiz yapilan
cok sayidaki calisma TRP ailesinin varliin1 ortaya koymustur (95). TRP
kanallarinin, c¢evresel uyarilardaki degisiklikleri ayrimsal olarak belirleyen
evrensel biyolojik sensorler olduklar1 diistiniilmektedir. TRP  kanallari
sicak/soguk, dogal ve kimyasal bilesikler (mentol, kafur, ac1 biber), mekanik
uyaranlar, lipid tabakanin igeriindeki degisiklikler gibi bircok uyaran ile
acilmaktadir. TRP kanallar1 kan basinci ve diiz kas tonusunun diizenlenmesinde,
renal Ca"?/Mg*? kontroliinde, keskin tad ve kokulu bilesiklerin (hardal, sarimsak
gibi), mekanik degisikliklerin, agrinin, 1sinin, tadin, kokunun, sesin, feromonlarin

ve 15181 algilanmasi gibi 6nemli birgok siirecte islev gormektedir (94, 104).
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3.3.6. Aside Duyarh iyon Kanallan

Aside duyarli iyon kanallar1 (ADIK), voltaja bagimsiz, dejenere/epitel Na*
kanal ailesine ait bir protein oldugu sanilan ve amiloride duyarl kanallardir (105,
106). Bu kanallar ekstraselliiler pH seviyesindeki degisikliklerle (pH=7.4 ile 4)
acilip kapanmaktadirlar. ADIK, sadece pH’nin hizla azalmasi sonucu aktive
olurlar ve bu kanallar asidik pH’nin siirekliliginde duyarsizlagirlar (106, 107,
108).

Bugiine kadar, ADIK’nin 7 alt iinitesi belirlenmistir. Bunlar; la, 1b1, 1b2,
2a, 2b, 3 ve 4 dir ve bunlar 4 gen tarafindan kodlanmiglardir (109, 110). ADIK,
vaskiiler diiz kas hiicreleri (111) ve kemik (112) gibi néronal olmayan dokularda
bulunmaktadirlar. Homomerik olan ADiK1a, kalsiyuma gecirgenlik gosterirken,
diger homomerik ve heteromerik olan ADIK ise kalsiyuma gegirgen degildir (109,
113, 114, 115). Her ADIK alt iinitesi, 2 transmembran bdlge (TM1 ve TM2)
igerir. Bu bolgelerden TM2 bolgesi, bu kanallarin iyon gecirgenligi i¢in ¢ok
onemlidir (108, 110, 116). Periferal duyusal noronlarda ADIK’nin temel
fonksiyonlari, nosisepsiyonu (117, 118, 119, 120, 121, 122, 123) ve agndaki
mekanik duyarhiligi (124, 125, 126) saglamaktir. ADIK, tat iletiminde de rol
oynamaktadir (127, 128, 129). ADIKla ve ADIK3, yiiksek duyarlikli agr
sinyallerinin tonik inhibisyonunda rol oynarlar. ADIK3 miyelinsiz kiiciik ¢apli
peptiderjik nosiseptorler ve biiylik capli mekanoreseptorlerin yani sira duyusal
sinir terminallerinde ve serbest sinir uglarinda da bulunmaktadir (130, 131).
ADIK2a ise retinal biitiinliigiin korunmasi (132), baroreseptdr duyarliligi (133) ve

noronlarin islevlerinin yerine getirilmesi igin gereklidirler (134). Kalsiyum
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gecirgenligine sahip ADIKla’nin sensitizasyonu, asidozun meydana getirdigi

noronlarda hasara neden olmaktadir (113, 135, 136, 137, 138).

3.4.Leptin

1994 yilinda Zhang ve ekibi tarafindan kesfedilen leptin 16 kDa agirliga
sahip polipeptid bir hormondur (139). ilk kesfedildiginde 6nemli dl¢iide adipoz
dokudan sekrete edildigi diisiiniilen leptinin yapilan calismalarla; plesanta, iskelet
kas1, mide, memeli epitel hiicreleri ve 6n hipofizden de sentezlendigi bulunmustur
(140). Leptin; gida aliminin diizenlenmesi (141), enerji harcanmasi (142), cinsel
gelisim, enerji tiiketimi, viicut agirliginin hemostazisi (143, 144), iireme
fonksiyonu (144, 145) ve noroendokrin cevaplarinda (144, 146) yer aldig1 6nemli
fizyolojik olaylarda rol oynar. Leptin reseptorleri (OB-R) koroid pleksus,
hipotalamus, akcigerler ve bébrek dokularinda tespit edilmistir (147, 148). Ustelik
pekcok farkl tiirde sican (149), fare (149), domuz (150), koyun (151) ve insan
(151) hipofizinde leptin reseptorii belirlenmistir (144). Ayn1 zamanda Chen ve
arkadaglar1 da sican DKG noéronlarinda OB-R’nin varligimi ortaya koymuslardir
(148).

Yag dokusunun miktar1 arttiginda, yag hiicreleri leptin yapimini arttirir,
kana gecen leptin beyne gider, kan-beyin bariyerini kolaylastirilmig difiizyonla
gecer ve hipotalamusta cesitli bolgelerde Ozellikle arkuat ve paraventrikiiler
cekirdeklerin pro-opiomelanokortin (POMC) néronlarinda OB-R’ye baglanir. Bu
hipotalamik ¢ekirdeklerde OB-R’nin uyarilmasi yag depolanmasini azaltan c¢esitli
etkileri baglatir. Bunlar: 1- hipotalamusta noropeptit Y (NPY) ve aguti iligkili

protein (AGRP), gibi istah uyaricilarinin yapimimin azalmasi, 2- o-melanosit
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uyarict hormonun saliverilmesi ve melanokortin reseptorlerinin aktiflesmesine yol
acan POMC noronlarinin aktive edilmesi, 3- hipotalamusta kortikotropin-
serbestlestirici hormon gibi maddelerin yapiminin artmasi, 4- metabolizma hizini
ve enerji tiiketimini arttiran sempatik sinir aktivitesinin artmasi (hipotalamustan
vazomotor merkeze uzanan sinir yollar1 araciligiyla) 5- pankreas hiicrelerinden
insiilin salgilanmasinin azalmasi sonucu enerji depolanmasinin azalmasi. Boylece
leptin, yag dokusunda yeterli diizeyde enerji depolandigini ve daha fazla besin
almaya gerek olmadigini beyne bildiren 6nemli bir sinyal olabilir (4, 152, 153,
154, 155). Leptin eksiklik modeli olusturulmus olan (ob/ob) farelerin, diyabet ve
obeziteyle meydana gelmis periferal noropati i¢in yeni bir hayvan agri modeli
olusturabilecegi gosterilmistir (86, 156). Leptin ilk kesif edildiginde doygunluk
hormonu olarak disiiniilmistiir. Ancak insanlarda yapilan in vivo caligmalarda
insiilinin leptin konsantrasyonunun yiikselmesinde akut bir etkisinin olmadig
ancak kronik etkisi oldugu belirlenmistir (86, 157, 158). Ob/ob farelerde meydana
gelen diyabetik néropati durumu, leptin ve nosiseptif sinyallesme arasindaki
etkilesimin ortaya konulmasi yoniinde biiylik 6nem arz etmektedir.

OB-R izoformlar1 {i¢ gruba ayrilir. Bunlar: uzun, kisa ve ¢0ziinebilir
izoformlardir. Uzun izoform (OB-Rb) leptin sinyallerini ileten reseptordiir. OB-
Rb, o6zellikle hipotalamus, monositler, lenfositler, pankreas [ hiicreleri ve
endoteliyal diiz kas hiicrelerinde varligi tespit edilmistir. Kisa izoformun (OB-Ra)
fonksiyonu tam olarak bilinmese de leptinin kan beyin bariyerinden ge¢mesinde
rol oynadig1 varsayilmaktadir. Coziinebilir izoform (sOB-R) ise bir leptin tastyict
protein olup kanda biyolojik olarak aktif leptinin gbrevini yerine getirmektedir

(159). Santral sinir sistemi ve periferik bolgelerdeki leptin reseptorleri, reprodiiktif
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sistemin fonksiyonlarinda, osteogenezde, agri1 esiginde, santral sinir sisteminin
gelisiminde, hafizada, hemotopoezde, immiin sistemde ve diger birgok

fonksiyonda 6nemli etkilere aracilik ederler (160, 161, 162, 163, 164, 165, 166).

3.5. Agn

Agr ¢ok faktorlii kompleks bir olgudur ve yillar boyunca bilim insanlari
tarafindan yapilan degisik tanimlardan sonra giiniimiizde, Uluslararasi Agri
Arastirma Dernegi tarafindan yapilmis olan tanim en fazla kabul goren agr1 tanimi
olmustur. Uluslararas1 Agri Arastirma Dernegi’ne gore agri, “gercek veya
potansiyel doku hasariyla iliskili, duyusal ve emosyonel hos olmayan oldukca
subjektif bir deneyimdir” (167). Bu tanima gore agri, sensoryal ve emosyonel
bilesenlerden meydana gelmektedir. Bu bilesenler agrinin siddet, siire ve yerlesim
olarak algilanmasini ve nahosluk hissinin algilanmasinda farkindalik saglar (168).
Cok bilesenli ve kisinin deneyimleri ile ilgili bir olgu olan agrinin baslamasi,
algilanmasi, iletimi ve agriya karsi verilen cevap bir dizi karmasik mekanizmalar
sonucu gelisir. Agri, karmasik bir olgu olmasina ragmen, sinirlerle kapli viicut
yiizeyinde ve i¢ organlarda, duyusal sinirlerdeki elektriksel aktiviteye dayanan
periferal bir kokene sahiptir (13).

Agr1, somatik (kas iskelet), visseral (toraks, abdomen, pelvis), sinir ve
sempatik kokenli agr1 seklinde siniflandirilabildigi gibi; nosiseptif (somatik ve
visseral) ve nosiseptif olmayan (ndropatik ve semopatik kokenli) agr1 olmak iizere
cesitli sekillerde  simiflandirilmaktadir. Agri  olusum  mekanizmasi
diistintildiigiinde, nosiseptif, noropatik ve tigilincii tip olarak da psikojenik agri

distiniilebilir.
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Doku hasari, beyine agr1 sinyallerinin gitmesini saglayan sinyalleri
baslatan kimyasallarin saliverilmesine yol acar. Bu sinyaller, nosiseptorler olarak
adlandirilan ve medulla spinaliste dorsal boynuz néronlar ile sinaps yapan ince az
miyelinli (Ad) ve miyelinsiz (C) grubu liflerle elektriksel formda tasinirlar (169,

170).

3.5.1. Agn Sinyallerinin Iletimi

Agr1 duyusunun duyu organlari, viicudun hemen her noktasinda bulunan
¢iplak sinir uglaridir. Agr1, merkezi sinir sistemine DKG noéronlart ile taginir (171)
ve agri sinyalleri, merkezi sinir sistemine iki ayr1 yolla iletilir. Bunlar: hizli-
keskin agr1 yolu ve yavas kronik agri yoludur. Hizli agr1 sinyalleri, ya mekanik ya
da termal agr1 uyaranlari ile olusturulur; bunlar periferik sinirler iginde, ince Ad
tipi liflerle medulla spinalise tasinir. Yavag kronik tip agri ise kimyasal
uyaranlarin yani sira mekanik ve termal uyaranlarla da olusturulabilir. Bunlar da
C tipi liflerle omurilige taginirlar. Agr1 inervasyonundaki bu ikili sistem nedeni ile
ani bir agr1 uyaram “ikili” bir agr1 hissi olusturur. AJ lifleri ile beyne iletilen hizli
keskin agriy1, 1 saniye kadar sonra, C lifleri ile iletilen yavas bir agr1 izler. Keskin
agr1 hizla kisiyi uyarir ve zarar veren uyarandan uzaklagmasini saglar. Diger
taraftan yavas agr1 ise zaman gegtik¢e 1zdirap verici hale gelir ve kisi agrinin
nedenini ortadan kaldirmak i¢in ¢abalamaya devam eder. Agri lifleri arka spinal

kokler i¢inde omurilige girerek arka boynuzlardaki ndronlarda sonlanirlar (4).
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3.6. Dorsal Kok Gangliyonu Noronlarimin Simiflandirilmas: ve
Ozellikleri

DKG, merkezi sinir sistemi disinda sinir hiicre govdelerinin kiimelendigi
etrafi bag dokusu kapsiille saril1 ovoid sekilli yapilardir. Hiicreleri primer duyusal
noronlar olup, noronlarin somatosensoryal yolakla olusturduklar1 zincirin ilk
halkasini teskil ederler. DKG ndéronlari, Na* kanallari (172, 173, 174) gibi agn ile
alakali hiicresel yapilar1 selektif olarak eksprese ederler. DKG ndronlar
uyarildiklarinda AP’yi atesleyerek mesaji beyine iletirler. Bu noronlar, AP ile
somatosensoryel bilgiyi merkezi sinir sistemine tagimaktadir. Bu néronlarin iki
temel tipi bulunmaktadir. Birincisi non-nosiseptif ndronlardir. Bunlar agri
olusturmayan uyarana cevap olustururlar. Ikincisi nosiseptif néronlardir ki bunlar
da agri1 olusturan uyarana karsi cevap olustururlar (175).

DKG, iletim hizlarma ve ¢ap boyutuna gore iki sekilde
siiflandirilmaktadir. Bu smiflandirma Ad ve C lifi afferentlerinde aksonal ileti
hiz1 ile néron ¢ap1 arasindaki iliskiyi esas alan Harper ve Lawson ’un bu konudaki
onciil ¢alismalar1 esas alinmaktadir (176). Iletim hizina gére C, A3, Aa, AP
seklinde siniflandirilmaktadir (175). Bunlarin iletim hizlari; Aa 30-55 m/s, AP 14-
30 m/s, Ad 2.2-8 m/s ve C 0.5-2 m/s seklindedir (174, 176, 177). Bunlardan, Aa
ve AP lifleri kas ve iskelet mekanoreseptorlerden, AP ve Ad lifleri deri ve deri alt1
mekanoreseptorlerden, Ad ve C lifleri ise nosiseptorlerden sorumludurlar (174).
Cap boyutlarina gore de DKG noéronlari, biiyiik ¢apa sahip (>50 um c¢ap), orta
biiyiikliikte ¢apa sahip (30-50 um ¢ap) ve kiiciik ¢apa sahip (<30 um ¢ap) olmak
tizere li¢ alt sinifa ayrilmaktadir (177). Miyelinsiz C lifleri kii¢iik ¢apli hiicre

govdesine sahip néronlardan koken alirken, miyelinli Aa ve AP lifleri biiytik ¢apl
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hiicre govdesine sahip noronlardan koken alirlar. Ao lifleri, orta ve kiiciik ¢apl
hiicre govdesine sahip noronlardan koken alirlar. Ao lifleri, nosisepsiyonun
(mekanosensitif ya da mekanotermal) bastaki uyarisini iletirken, C lifleri ise ¢ok
az yogunluktaki nosiseptif algiy1 iletir (178).

Kiictik capli DKG noéronlarinin aksonlar1 genelde miyelinsiz C lifleridir.
Aa ve AP sinyalleri genelde proprioseptif sinyalleri tagirlar. Orta ve biiyiik ¢aptaki
DKG hiicreleri miyelinli aksonlara sahip olup diisiik esikli mekanoreseptorlerden
bilgi tasirlar (178, 179). Kiiciik capli DKG ndronlar1 genelde agri, kasinma ve
yanma duyularina ait bilgileri iletirler. Orta ve biiyiik captaki DKG hiicreleri
proprioseptif sinyalleri tasirlar.

Algiyla ilgili uyarilar tesbit eden néronlar DKG igerisinde bulunmaktadir.
Burada, ndronal hiicreler vertebral kolonla birlikte spinal kolonun yan tarafina
gomiilmiistiir (174). DKG noéronlari, kimyasal, mekanik ve termal uyarilart beynin
ilgili bolgelerine iletirler (178, 180, 181). Bu uyarilar néronal 6zgiinliige gore alt
siniflara ayrilabilir. Ornegin, termal duyuyu tastyan DKG liflerinin bazilar1 32 °c
ve 43 °C arasindaki sicakliklari hissederler ve aktivasyonlar1 yavas bir uyarici ile
iliskiliyken (181, 182), diger lifler ise sadece 43 °C iizerindeki sicakliklarda aktive
olurlar.

DKG noéronlarinda, iyon kanallarinin dagilimlarinin ¢esitli sekilde oldugu
bilinmektedir. Na" kanallar1, bilyiik ve orta ¢apa sahip DKG néronlarina gore
kiiglik ¢apli noronlarda daha fazla sayida eksprese olmaktadir (183). DKG
néronlarinda, Ca™? kanallarimin g, 0,6 (184, 185), B3 ve Ba (185) alt tiplerinin
varlig1 tespit edilmistir. Ozellikle a; ve a8 alt birimleri kiigiik ve orta ¢apli DKG

noronlarinda daha yogun sekilde eksprese olmaktadir (186) ve yine B3 ve Pq
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kanallarinin da kiigiik capli DKG noéronlarinda yogun sekilde varligi tespit
edilmistir (172, 185). Ayrica DKG noéronlarinda, Ka kanallarinin (187), Katp (188,
189) ve Ca*? ile aktive edilen K* kanallarinin (190) varlig: tespit edilmistir. Diger
kanallarda oldugu gibi K" kanallar1 da kii¢iik ¢apli DKG noronlarinda yogun
olarak bulunmaktadir (190). Kiiltiire edilmis DKG néronlari, agr1 iletiminde rol
oynayan cesitli iyon kanallarina ve fonksiyonel reseptorlere sahip oldugundan
nosisepsiyonun hiicresel mekanizmasinin aydinlatilmas: ile ilgili ¢aligmalarda
yaygin olarak kullanilmaktadirlar (174, 191). Bu nedenle DKG néronlar1 agr igin
“hiicresel model” olarak kabul edilmektedir.

Bu calismada kullanilan floresan kalsiyum goriintiileme protokolii de,
yaygin rolleri olan hiicresel ikincil bir haberci molekiilii olan Ca*? diizeyinin
giivenle takibini saglayan Onemli bir tekniktir. Bu nedenle [Ca*?]; diizeyinin
nosiseptif/antinosiseptif etki takibi i¢in faydali bir model olmasi yoniinde énem
arz etmektedir.

Bu tez calismasi ile bir hiicresel agr1 modeli olan sican DKG hiicre
kiiltirlerinde, nosiseptif sinyal belirteci olan [Ca*’]; diizeyi iizerine leptinin
etkileri ve leptinin [Ca*?]i diizeyi iizerine meydana getirebilecegi degisimlerin

hangi hiicresel yolaklar araciligiyla oldugunun belirlenmesi amaclandi.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinda DKG primer hiicre kiiltiirii hazirlanarak deney
protokolii olusturuldu. Bu deney protokolinde DKG hiicrelerinde, floresan
kalsiyum gdriintiileme Sistemiyle [Ca™]; miktarinda meydana gelen degisimler

gbzlendi.

4.1. Sigcan Dorsal Kok Gangliyon Hiicrelerinin Primer Kiiltiirii

Floresan kalsiyum goriintiileme ve elektrofizyolojik kayitlar alabilmek i¢in
mekanik stabilitenin saglanmasi son derece &nemlidir. /n vivo olarak bu mekanik
stabiliteyi saglamanin zorlugu, arastirmacilar fizyolojik kosullarin en iist diizeyde
taklit edildigi ortamlarda tutulan izole doku ve hiicrelerde ¢alismaya itmistir. Bu
caligmada, agr1 ¢aligmalari igin hiicresel bir model olan DKG hiicreleri enzimsel
ve mekanik islemlerle izole tek hiicreler halinde elde edildi. Bu izole hiicreler
daha sonra floresan kalsiyum goriintileme sistemi kayitlarinda ve
elektrofizyolojik kayitlarda kullanildi. DKG hiicre izolasyonu ve kiiltiirii Forda ve

Kelly (1985) adli aragtirmacilarin gelistirdigi metoda gore gergeklestirildi (192).

4.1.1. Kiiltiir I¢in Kullamlan Soliisyonlar ve Kimyasal Ajanlar
A) Steril Su: Cift distile suyun laminar hava akimli giivenlik kabini igerisinde 0.2
um filtrelerden gecirilmesiyle elde edildi ve daha 6nceden otoklavda steril edilmis

cam siselerde saklandi.
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B) Etil Alkol: % 99.7 - % 100 safliktaki etil alkol iki defa distile edilmis suyla
diltie edilerek % 70’lik oranda hazirlandi1 ve piiskiirtmeli agizlig1 bulunan sisede
tutuldu.
C) Steril Dulbeco’nun Tamponlanmis Fosfat Tuzu (PBS) (Amresco, Solon,
Ohio, ABD; kalsiyum ve magnezyum icermeyen): 1 tablet PBS, 100 ml bidistile
suyun icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 0.22 um kalinliktaki filtreden gegirilerek
steril bir siseye kondu. Hazirlanan PBS +4 °C’de 2 hafta boyunca saklandi ve
ihtiya¢ durumlarinda kullanildi.
D) Penisilin/Streptomisin (Sigma; Steinheim, Almanya): 5000 1U/ml penisilin ve
5000 pg/ml streptomisin olacak sekilde 1 ml’lik stoklar hazirlandi ve kiiltiir
medyumu hazirlamada kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.
E) Kollagenaz (Tip XI) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril su igerisinde %1.25
olacak sekilde diliie edildi ve 1 mI’lik kisimlara ayrilarak -20 °C‘de saklandi.
F) Tripsin (Tip 1) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril PBS igerisinde % 2.5
olacak sekilde diliie edildi ve 1 mI’lik kisimlara ayrilarak -20 °C*de saklandi.
G) Deoksiriboniikleaz (DNAz, Tip IV) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril
PBS igerisinde 1600 Kunit/ml olacak konsantrasyonda hazirlandi ve 1 ml’lik
kisimlara ayrilarak -20 °C‘de saklandi.
H) Sinir Biiyiitme Faktorii (NGF, 2.5S) (Sigma; Steinheim, Almanya): Sinir
biiylitme faktorii ilk olarak steril su igerisinde 100 pg/ml olacak konsantrasyonda
hazirland1 ve bu soliisyon F14 igerisine 1 pg/ml olacak sekilde diliie edildi. 50
pl’lik kisimlara ayrilarak -20 °C ‘de saklanda.

Sinir biliyiitme faktorii embriyonik duyusal ve sempatik ndronlarin

yasamini siirdiirmesinde ve farklilasmasinda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir
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4.1.2. Kiiltiir Vasati
Steril 10ml B27
Steril 5ml Glutamaks
5ml Penisilin/Streptomisin

500ml NBA i¢ine ilave edildi ve 50 ml'lik siselerde kullanilincaya kadar saklandi.

4.1.3. Kiiltiir Icin Kullamlan Ekipman ve Sarf Malzemeleri
Sterilizasyon amactyla 0.22 um porlara sahip filtre
Steril genis petri kutusu 94 x 16 mm ebata sahip, yuvarlak
Steril kiiglik petri kutusu 35 x 10 mm ebata sahip, yuvarlak
Steril 50 ml polipropilen koni tiip
Steril 15 ml polipropilen koni tiip
Steril 5 ml polipropilen koni tiip
Steril 12mm ebata sahip poly-D-lizin ve laminin kapli lameller

Cam Pastor pipeti, 150 mm uzunlukta

4.1.4. Diseksiyon Malzemeleri
1 tane biiyiik makas, 220 mm uzunluga sahip
1 tane kiiciik makas, 80 mm uzunluga sahip
1 tane i¢i yayli makas, ucu 12 mm uzunluga sahip
1 tane 15 cm uzunluga sahip forseps
1 tane ince uglu diiz forseps; 0.07x0.03 mm uca ve 12 cm uzunluga sahip

1 tane ince uclu egri forseps; 0.07x0.03 mm uca ve 12 cm uzunluga sahip
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4.1.5. Diger Ekipmanlar
Laminar hava akimli giivenlik kabini, Siif II Laminar Flow (Bilser, Ankara),
Otomatik CO; inkiibatorii, model: Heracell (Heraus, Hanau, Almanya),
Diseksiyon mikroskobu, model: B061 (Olympus, Tokyo, Japonya),
Otomatik pipetler (2-20 ul, 20-200 pl ve 100-1000 pl),
Cam siringa (1-10 pl)

Sarjl1 pipet

4.1.6. Dorsal Kok Gangliyon Hiicre Kiiltiirii Protokolii

Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden temin edilen 1-2
giinlik Wistar cinsi siganlar dekapitasyonla oldiiriilerek, genis bir petri kutusuna
yerlestirildi. Kii¢iik bir makasla vertebral kolon ayrildi, daha sonra kaudal uctan
baslayarak boyun kismina kadar spinal kolonun i¢i, yayh kiiclik bir makasla
acildi. Daha sonra diseksiyon mikroskobu altinda forsepsle biitiin DKG’ler izole
edilerek kiiclik bir petri kutusu icerisindeki kiiltiir vasatina yerlestirildi. Biitiin
DKG govdeleri ¢ikarilip petri kutusunda toplandiktan sonra, petri kutusu hassas
yuvarlak hareketlerle sallandi ve biitiin gangliyonlarin bir araya toplanmasi
saglandiktan sonra kiiltir medyumu pastor pipet ile gekildi. 900 ul 37 °C’de
inkiibe edilmis kiiltlir vasat1 ve 100 pl kollagenaz (% 0.125) ilave edilerek hafifce
calkaland1 ve 13 dakika siireyle inkiibatdrde tutuldu. Bu siire sonunda enzimle
muamele edilmis hiicre inkiibatérden alinarak hizla ii¢ defa PBS ile yikandi. Daha
sonra 900 ul PBS ve 100 pl tripsin (% 0.25) ilave edilerek hafif¢e calkalandi ve 6
dakika siireyle inkiibe edildikten sonra 15 ml’lik steril plastik tiipe aktarildi ve
yaklagik 4 ml inkiibe edimis kiiltiir vasati ilave edildi. Gangliyonlar tiipiin dibine

coktiiriildiikten sonra kiiltiir vasat1 pastor pipet ile uzaklastirildi ve bu islem 3 defa
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tekrarlandi. Daha sonra 100 ul DNAz ve 900 pl kiiltiir medyumu ilave edilip steril
bir pastér pipet ile hizla ¢ekip bosaltilarak gangliyonlarin mekanik olarak
hiicrelere ayristirilmasi saglandi. Bu ¢ekip bosaltma islemi birka¢ defa kademeli
olarak yapildi. Her bir kademede {istte kalan silispansiyon alinarak diger
gangliyonlara uygulanan tritilasyon islemine devam edildi. Daha sonra hiicre
stispansiyonunun igine 200 ng/ml NGF eklendi. Poly-D-lizin ve laminin kapli
lameller (BD Biocoat, ABD) +4°°C den alind1 ve hiicreler lamellere ekilerek,
hiicrelerin iyice yapismasi icin 4-6 saat %5 CO; ve %95 O, karigsimi igeren 37 °C

nemli bir inkiibatérde bekletildi.

4.2. Hiicre ici Kalsiyam Gériintiilleme ve Goriintii Analizleri

Hiicreler, en az 4-6 saat inkiibe edildikten ve lamel {izerine iyice yapismasi
saglandiktan sonra kalsiyum goriintiileme deneylerinde kullanildi. Hiicrelerin
aksonal ve dentritik uzantilar gelistirmesi floresan kalsiyum goriintiileme
hesaplamalarim1  etkileyebilecegi i¢in goriintileme deneylerinde ayni giin
hazirlanan hiicreler kullanildi. Kiiltiire DKG hiicreleri 45 dakika boyunca fura-2
AM igeren NaCl esashi hiicre dis1 kayit soliisyonu (135 mM NaCl, 5.9 mM KCl,
1.5 mM CaCl,, 1.2 mM MgCl,, 11.5 mM glikoz, 11.6 mM HEPES)’nda tutuldu.
Hiicre dis1 kayit soliisyonunun pH’st NaOH kullanilarak 7.4’e, ozmolarite ise
siikroz kullanilarak 310-320 mOsm’a ayarlandi. 45 dakika inkiibasyonun ardindan
hiicreler taze hiicre dist kayit soliisyonu ile 20 dakika siireyle 3 kez yikanarak
hiicre disindaki fura-2 AM uzaklastirildi ve bdylece hiicre i¢i kalsiyuma duyarl

boyanin de-esterifikasyonu saglanmis oldu.
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4.2.1. Floresan Kalsiyum Gériintiileme

Kalsiyum duyarli floresan boya ile yiiklenen hiicreleri iceren lameller,
mikroinkiibasyon kayit c¢emberine (Warner Instruments, ABD) aktarildi.
Mikroinkiibasyon-perfliizyon sistemi arasindaki baglanti ince silikon hortum
vasitasiyla saglandi. ilag uygulamasi esnasinda perfiizyon sisteminden (Warner
Instruments, ABD) (1 ml/dakika) kayit ¢gemberine ilag¢ igeren NaCl esasl hiicre
dis1 soliisyonunun akist yergekimi kevvetiyle saglandi. Deneylere baslamadan
once kayit soliisyonlarinin akacagi yiikseklik tespit edildi. Biitiin deneyler oda
sicakliginda (20-25 °C) gerceklestirildi ve biitiin deneysel islemler hiicrelerin
floresan isaretleyici ile yliklenmesinden sonra maksimum iki saat igerisinde
gerceklestirildi.

Fura-2 AM floresani bir xenon 151k kaynagindan (LS- Sutter Instr, ABD)
gonderilen UV 1siminin hizli bir otomatize filtre siiriiclistine (Lambda-2, Sutter
Instr, ABD) yerlestirilen fura-2 filtre seti 340 nm ve 380 nm filtrelerden (Chroma,
ABD) gonderilerek mikroskop optikleri (Nikon TE 2000 S, S-flour 40X objektif,
NA=1.4) aracilig1 eksitasyon ve 510 nm’de emisyon gerceklestirildi. Floresan
gorlntiileri yiiksek hizli sogutmali dijital bir CCD kamera (ORCA 285,
Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japonya) araciligi ile goriintiilendi ve veri
kazanim-yazilim programi (sPCl, ComPix) araciligi ile de bilgisayar hafizasina
kayit edildi.

Floresan orani analizleri off-line olarak, cevap veren hiicrelerde ilgi alanm
secimleri yapilarak yazilim programi (sPCI, ComPix) araciligiyla gerceklestirildi.
[Ca+2]i hesaplanmasinda, 510 nm’de emisyon gerceklestirilerek 340 nm

eksitasyonda elde edilen floresan yogunlugunun 380 nm eksitasyonla elde edilen
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floresan yogunluguna oranlanmasi (dual uyart: 340 nm/380 nm, emisyon: 510

nm) esas alindi.

4.3. Leptin Uygulamasi

Leptin, 0.5 ml (15 mM) HCI ve 0.3 ml (7.5 mM) NaOH’da ¢oziilerek
hazirlandi. Son konsantrasyonlar ekstraselliiler soliisyon igerisinde sulandirilarak
0.1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 puM konsantrasyonlarda leptin, kayit ¢emberi i¢inde
bulunan hiicrelere uygulandi. ilk olarak kayit cemberi igerisine hiicreleri iceren
lameller yerlestirildikten sonra perfiizyon sisteminin ince hortumu kayit ¢emberi
lizerine sabitlendi ve kayit ¢cemberi 600 pl hiicre dis1 kayit soliisyonuyla
dolduruldu. Oncelikli olarak bazal seviyeyi belirlemek i¢in en az 5’er dakika
kayitlar alindi. Daha sonra farkli hiicrelere 4 farkli konsantrasyondaki (0.1 uM, 1
uM, 10 uM ve 100 uM) leptin, protein kinaz C (PKC) inhibitori seletrin klorit ve
1 uM leptin birlikte son olarak da tapsigarjin (TG) ve 1 uM leptin birlikte

uygulandi.

4.4, Istatistik

Veriler SPSS 16.0 istatistik programi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirildi. Grafikler de ise Sigma Plot 8.0 grafik programindan yararlanildi.
Biitiin veriler ortalama + SS olarak sunuldu. Leptinin(0.1 uM, 1 uM, 10 uM ve
100 pM) konsantrasyonlarinin [Ca*?]; diizeyi iizerine olan doz bagimli etkisini
degerlendirmek amaciyla ¢ift yonlii varyans analizi kullanildi. Leptinin gruplar
arasindaki farklilig1 ortaya koyabilmek amaciyla post hoc test olarak Tukey HSD

testi kullanildi. PKC inhibitorii ve TG uygulamalarmin leptinin [Ca+2]i diizeyi
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tizerine etkisini degerlendirmek amaciyla Student's t testi kullanildi ve istatistiksel

olarak p<0.05 anlaml1 kabul edildi.

Sekil 4.1: Kalsiyum Goriintiileme Sisteminin Genel Goriiniisi.
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5.BULGULAR

Bu tez calismasi ile ilk defa leptinin DKG hiicrelerinde [Ca+2]i miktarinda
ne tir degisikliklere sebep oldugu ve [Ca*’]; miktarindaki degisimin hangi
hiicresel yolaklarla oldugu belirlendi. Leptinin nosiseptif sinyallesme {izerine
etkinligini test etmeden once, leptini ¢6zmiis oldugumuz ¢oziicii soliisyonunun,
[Ca*?); seviyesi iizerine ne tiir degisikliklere neden oldugu belirlendi. Kullamilan
leptin ¢oziiciisiiniin [Ca*?]; seviyesini degistirmedigi tespit edildi (n=109). Leptin
uygulamasi oncesi (yaklasik 5-10 dakika) 340 nm/380 nm floresan orani yaklasik
olarak 0.6 ve 0.7 arasindaydi. DKG néronlarina leptin uygulanmadan 6nce bazal
seviye % 100 kabul edilerek tiim floresan oranlar1 normalize edildi. Leptinin (0.1
uM, 1 uM, 10 uM ve 100 uM) konsantrasyonlarda uygulamasini takiben doz
bagimli olarak DKG ndéronlarinda [Ca+2]i diizeyinde artis meydana geldi (Tablo

5.1).

Tablo 5.1: DKG néronlarinda, leptin (0.1, 1, 10 ve 100 pM) uygulamasia, [Ca*?]; diizey (340

nm/380 nm floresan oranlar1) cevaplart.

Bazal (Kontrol) Leptin N P
0.1 pM 100+0 104.6+4.4 42 <0.01
1 uM 10040 119.5+5.9 31 <0.001
10 pM 100+0 129.4+7.8 29 <0.001
100 pM 100+0 187.5+£7.6 35 <0.0001
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Leptinin 0.1 pM uygulamasi [Ca*?]; diizeyini 104.6+4.4 diizeyine
yiikseltti. Bu ¢alismada kullanilan en kiigiik dozda dahi leptin istatistiksel olarak

anlamli sekilde [Ca*?]; seviyesini artirdigs tespit edildi (n=42, p<0.01) (Sekil 5.1).

A

Diigiik Oran Unitesi ISR " Viilcsek Oran Unitesi

Kontrol 0.1 uM Leptin

120

Mormalize Pik Floresan Oram
el
S

N 777 7 % A 1

Bazal 0.1 pM Leptin

Sekil 5.1: DKG néronlarma uygulanan 0.1 uM leptinin [Ca*?]; diizeyine etkileri A. 0.1 uM leptin
uygulamasi éncesi ve 0.1 uM leptin uygulamasi sonras1 [Ca*?]; diizeyini gosteren orijinal resim. B.
0.1 uM leptin uygulamasinin en az 3 farkli DKG kiltir ortanunda [Ca*’]; diizeyine etkisi
(Ortalama + S.S) “p< 0.01.
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Leptinin 1 pM uygulamasinda da benzer sekilde [Ca™®]; diizeyini

119.5+5.9 istatistiksel olarak anlamli bi¢imde artirdi (n=31, p<0.001) (Sekil 5.2).

A

Diisitk Oran Unitesi [ RS Vil:::k Oran Unitesi

Kontrol 1 uM Leptin

140

W

1204 T

1004

MNormalize Pik Floresan Oram

N 774777 A A
Bazal 1 pM Leptin

Sekil 5.2: DKG noronlarina uygulanan 1 uM leptinin [Ca*’]; diizeyine etkileri A. 1 uM leptin
uygulamasi dncesi ve 1 pM leptin uygulamasi sonras1 [Ca*?]; diizeyini gosteren orijinal resim. B. 1
uM leptin uygulamasinin en az 3 farkli DKG kiiltiir ortaminda [Ca*?]; diizeyine etkisi (Ortalama =
S.S) **p<0.001.
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Leptinin 10 uM, uygulamasinda da [Ca+2]i diizeyini 129.4+7.8 istatistiksel

olarak anlamli bi¢imde artird1 (n=29, p<0.001) (Sekil 5.3).

A

Diisiik Oran Unitesi [ RO il:ck Oran Unitesi

Kontrol 10 uM Leptin
160
=
c
© 1404 W
: |
]
o
S
&= 1204
e
[-»
v
N
= 1004
E
]
<

{ A A
Bazal 10 pM Leptin

Sekil 5.3: DKG néronlarma uygulanan 10 uM leptinin [Ca*?]; diizeyine etkileri A. 10 uM leptin
uygulamas ncesi ve 10 uM leptin uygulamasi sonrasi [Ca*?]; diizeyini gosteren orijinal resim. B.
10 uM leptin uygulamasiim en az 3 farkli DKG kiiltiir ortaminda [Ca*?]; diizeyine etkisi (Ortalama
+8.S) "p<0.001.
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Bu tez calismasinda kullanilan en yiiksek doz olan leptinin 100 uM
uygulamasi ise, benzer sekilde [Ca+2]i diizeyini 187.5+£7.6 istatistiksel olarak

anlamli bi¢gimde artird1 (n=35, p<0.0001) (Sekil 5.4).

A

Ditgiik Oran Unitesi INOUNNNNT "0 Vilsck Oran Unitesi

Kontrol
250
=
o
© 200- * %k
= T
o
S
=
=4 150
=
v
=
-
5 1001
v v ]
O 7777774 A A
Bazal 100 pM Leptin

Sekil 5.4: DKG néronlarina uygulanan 100 uM leptinin [Ca*?]; diizeyine etkileri A. 100 uM leptin
uygulamas: 6ncesi ve 100 uM leptin uygulamas: sonrasi [Ca*?]; diizeyini gosteren orijinal resim.
B. 100 pM leptin uygulamasimn en az 3 farkli DKG kiiltiir ortaminda [Ca*?]; diizeyine etkisi
(Ortalama + S.S) "“p<0.0001.
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Leptinin [Ca*?]; diizeyinde meydana getirdigi artigin, hiicre i¢i Ca*
depolarindan mi1 yoksa hiicre disindan mi1 oldugu tespit etmek istendi. Bu amagla
hiicre i¢i depolarin tapsigarjin (TG) ile muamelesi sonrasinda (yaklasik 45 dakika)
bosaltilmasini takiben leptin uygulandi. Leptinin meydana getirdigi artis %100
kabul edildiginde, TG muamelesi sonrast leptin uygulanmasiyla [Ca*?]; diizeyinde
onemli oOlglide azalma meydana geldi. Bu azalma %69.6+2.4 seviyesindeydi

(n=18, p<0.0001) (Sekil 5.5).

A

Digik Oran Unitesi IS0, S Vilsck Oran Unitesi

Kontrol TG + 1 uM Leptin
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120
31004
&
]
2 80
4
3
= 60
=4
y
N 40 e e
- T
E 20 /

=N

PAAISIIY, A A

1 pM Leptin 1 pM Leptin + TG

Sekil 5.5: DKG néronlarina uygulanan 1 uM leptin ve TG’nin [Ca*?); diizeyine etkileri A. TG
duyarli kalsiyum depolarnin bosaltilmas: sonucu uygulanan 1 pM leptinin, [Ca*?]; iizerine
etkilerini gosteren orijinal resim. B. TG ve 1 uM leptinin birlikte uygulamasinin, en az 3 farkl
DKG kiiltiir ortaminda [Ca*?]; diizeyine etkisi (Ortalama + S.S) " p<0.0001.

Leptinin [Ca™’]; miktarinda meydana getirdigi artisin PKC yolag:
araciligiyla olup olmadigini belirlemek amaciyla leptin uygulamasindan 6nce
PKC inhibitérii seletrin klorit kullanildi. Leptinin meydana getirdigi artis %100
kabul edildiginde PKC inhibitorii seletrin klorit, 1 uM leptinin meydana getirdigi
[Ca+2]i diizeyindeki artis1 6nemli 6l¢iide baskiladi. Meydana gelen bu inhibisyon

% 56.4 + 6.4 seviyesindeydi (n=27, p<0.0001) (Sekil 5.6).
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Diigiik Oran Unitesi INOUNNNN. "D Viilsck Oran Unitesi

Kontrol PKC inhibitorii seletrin klorit+1 pM Leptin
120
=
m
5 100-
=
1]
(]
2
= 80
=
E wRw
¢ 60 i
g‘
- 40

s oz A

1 pM Leptin =~ 1 pM Leptin + PKC inhibitérii

Sekil 5.6: DKG néronlarma uygulanan PKC inhibitérii seletrin klorit ve 1 uM leptinin [Ca*?];
diizeyine etkileri. A. 1 pM leptin + PKC inhibitorii seletrin klorit uygulamasi sonrasi [Ca*?];
diizeyini gosteren orijinal resim. B. 1 uM leptin + PKC inhibitorii seletrin klorit uygulamasinin en
az 3 farkli DKG kiiltiir ortaminda [Ca*?]; diizeyine etkisi (Ortalama + S.S) " p<0.0001.
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Tim bu bulgular leptinin duyusal néronlarda doz bagimli olarak [Ca+2]i
diizeyini artirdigr ve leptinin indiikledigi bu artisin PKC-aracili sinyal yolagi
araciligiyla olabilecegini gostermektedir. Bu calismanin bir diger 6nemli bulgusu
ise yiiksek doz leptin uygulamasinin (10 uM ve 100 uM) agr1 iletiminden sorumlu
olan nosiseptif (kii¢iik ve orta ¢apa sahip DKG) noronlardan ziyade biiylik ¢apa

sahip olan proprioreseptif noronlari etkilemektedir (Sekil 5.3 ve 5.4).
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6. TARTISMA

Bu calisma ile ilk defa sican DKG hiicre kiiltiiriinde leptinin [Ca*?];
seviyesini doz bagimli olarak artirdigi, PKC inhibitorii seletrin klorit uygulamasi
ve hiicre i¢i kalsiyum depolarmin TG ile muamelesi sonrasinda bosaltilmasinin
leptinin [Ca?]; diizeyinde meydana getirdigi bu artisi baskiladig tespit edildi.

Daha oOnce yapilan caligmalarda, santral ve periferal olarak leptin
uygulamasinin  hiperaljezik etkiye sebep olmast (162), streptozotosin
indiiklenmesiyle diyabetik néropati olusturulan ob/ob farelerde agri1 esiginin
artmas1 (analjezik etki), leptinin agr1 iizerinde etkinliginin oldugunu
gostermektedir (86). Ayrica leptin agr1 duyarliliginda artis gosteren alfa-melanosit
uyarict hormon sentezinde de artis meydana getirdigi (193) ve ob/ob farelerde
hiperaljezi meydana geldigi ve bu meydana gelen hiperaljeziyi selektif T tipi
kalsiyum kanallarinin blokladig1 (86) tespit edilmistir. Tiim bu bulgular leptinin
agri duyarlilasmasinda etkili bir faktor olabilecegini gostermektedir. Ancak
meydana gelen bu duyarlilasmanin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir.
Bu tez g¢alismasiyla ortaya konulan bulgular, periferal agri iletiminde leptinin
etkili olabilecegini ve bu etkinin hiicresel mekanizmalara ait bulgular1 kapsadigi
diistiniilmektedir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla leptinin farkli hiicre tiplerinde kalsiyum
kanal aktivasyonunu artirdigi tespit edilmistir. Leptinin POMC nd&ronlarinda
[Ca*?]; miktarim artirdig1 (194) ve membran depolarizasyonuna neden oldugunu
(195), benzer sekilde adrenomedullar kromofin hiicrelerinde (196) ve adipoz

dokuda (197) [Ca'®]i miktari artirdigt ayrica hipofiz gonodotrop Lp T2
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hiicrelerinde L-tipi kalsiyum kanal ekspresyonunda da artisa sebep oldugu
belirlenmistir (198). Bu c¢alismalara ilaveten leptin hipokampal néronlarda ve
hipotalamik arkuat niikleusun NPY néronlarinda [Ca*?]i konsantrasyonundaki
artisla aktive olan Ca*? bagimli K* kanallarini aktive etttigi tespit edilmistir (199,
200). Bu bulgular bu tez ¢alismasi ile ortaya konulan DKG néronlarinda leptinin
[Ca*?]; diizeyinde artis meydana getirme bulgusuyla uyumludur.

Leptin, grelin ve oreksin tarafindan indiiklenen NPY noronlarinda da
[Ca*?]; miktardaki artisi baskiladigini (194) ve NPY néronlarinda yiiksek voltajla
aktive olan kalsiyum kanal akimini azalttigini belirlemislerdir.(201) DKG
néronlarinda da benzer sekilde grelin (202) ve oreksin (203) [Ca*?]; diizeyinde
artis meydana getirmektedir. Ilave bir uyarici varliginda leptinin mevcut kalsiyum
sinyallerini aktive etmesi veya aktivasyonunu azaltmasi arasinda bir iliski olup
olmadig1 bu tez calisma ile direk olarak belirlenmeye ¢alisiimadi.

Bu tez ¢alismasmin diger bir asamasinda ise leptinin [Ca*’]; diizeyinde
artis meydana getirmesinde PKC hiicresel yolagin rolii irdelendi. Chen ve ark.nin
(2006), sican DKG noéronlarinda OB-R’nin varligini ortaya koymasi (148) ve
leptinin kromofin hiicrelerinde PLC’nin yani sira IP;3 ve PKC sinyal yollarin1 da
igeren hiicresel mekanizma ile [Ca+2]i diizeyinde artis meydana getirmesi bulgusu
(204) bu tez calismasiyla ortaya konulan DKG néronlarinda [Ca*?]; diizeyinde
artistn  PKC aracilifi mekanizmayla gerceklesmesi bulgusuyla parallellik
gostermektedir. PKC izoenziminin anatomik lokalizasyonunun, agri siirecinde
esas diizenleyici olarak rol oynadigi bilinmektedir (205). Bu nedenle, PKC
inhibitorleri, diyabetik noropati igeren agrili durumlarin tedavisi igin terdpatik

yaklasimlar olarak dikkate alinmalidir.
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Fizyolojik olarak hiicre i¢i Ca*? depolariin bosalmas: IP; diizeylerindeki
artisla ya da depolardan Ca*? saliverilmesine neden olan diger Ca*? saliverici
sinyaller araciligi ile gergeklesmektedir (206, 207). Sarkoplazmik/endoplazmik
retikulum kalsiyum ATPaz inhibitorii olan TG, depo aracili kalsiyum girisi ile
ilgili calismalar i¢in en uygun ajan oldugu bilinmektedir. Tapsigarjinin biiyiik
oranda hiicresel sinyalizasyon arastirmalari i¢in gelistirildigi bilinmektedir.
Plazma membranindan Ca*? girisi meydana getirerek [Ca*?]; diizeyinde artisa
neden olmaktadir. Depo aracili kalsiyum girisi, birgok mekanizmayla inhibe
edilmektedir. Bazi hiicre tiplerinde depo aracili kalsiyum girisinin inhibisyonu, ya
direk olarak serbest arasidonik asit (AA) ile etkilesmesiyle (208, 209) ya da
arasidonik asitin generasyonuyla (210, 211) meydana geldigi diisiiniilmektedir.
Arasidonik asit, leptin salgilanmasini direk olarak etkilememektedir, ya direk
fosfolipaz A2 ya da leptin-indiiklemeli fosfoinositol (3,4) difosfat (PIP,) hidrolizi
ile dolayl olarak arttirdig1 diistiniilmektedir (212).

Daha onceki calismalarla, adipoz hiicrelerine TG uygulanmasi ile birlikte
hiicre i¢i kalsiyum depolar1 bosaltilmis ve insiilin uyarilmali leptin sekresyonunun
inhibe edildigi gozlenmistir (213). Bu sonuglara gore, adipoz hiicrelerinde endojen
kalsiyum saliverilmesini, insiilin-uyarilmali leptin sekresyonunun inhibe ettigi
diistiniilmektedir. Bu calismada ise, hiicre i¢i depolarin TG ile muamelesi
sonrasinda bosaltilmasin1 takiben leptin uygulandiginda, leptinin meydana
getirdigi artisin 6nemli 6l¢iide azaldig1 gozlenmistir.

Sonug olarak bu literatiir bilgilerin 15181 altinda bu tez calismasinda, ilk
kesif edildigi zamanlar sadece enerji dengesi ve viicut yag dagilimi lizerinde etkili

bir hormon olarak tanimlanan leptinin, agri igin hiicresel model olan DKG
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b)

d)

noronlarinda doz bagimli olarak [Ca+2]i diizeyinde artis meydana getirmesi ve bu
artisin, periferal nosisepsiyonda rol oynayan PKC aktivasyonu araciligiyla olmasi
ve hiicre i¢i depolarin bu aktivasyonda rol oynamasi nosiseptif iletimde leptinin

rol oynayabilecegini gostermektedir.

Cahismanin devam hakkinda diisiinceler:

Bu calismanin bulgular1 sigan DKG hiicrelerinde leptinin doz bagimli
olarak [Ca*?]; diizeyini artirdigimi gostermektedir. Bu c¢alismanin devaminda
leptinin kalsiyum kanallar1 tizerine olan etki mekanizmasimin aydinlatilmasi ve
agr1 lizerine etkinliginin daha iyi bir sekilde aydinlatilmasi amaciyla asagidaki
yaklagimlara gerek oldugu diisiiniilmektedir:

Leptinin DKG hiicrelerinde patch clamp teknigi c¢aligmalar1 ile membran
potansiyeli ve AP parametreleri iizerine olan etkileri belirlenerek leptinin bu
hiicrelerde olasi fizyolojik 6nemi hakkinda bilgi elde etmek,

Leptinin DKG hiicrelerinde membran akimlari iizerine etkileri incelenerek [Ca+2]i
depolart ve kalsiyum tetiklemeli kalsiyum saliverilmesi ile etkilesimini
belirlemek,

PLC, diagilgliserol gibi hiicresel ikincil habercilerin leptinin etkisinde olasi
rollerini direk yaklagimlarla belirlemeye ¢alismak,

Leptinin spesifik kalsiyum kanal blokorleri kullanarak hangi tip kalsiyum
kanallari iizerine etkisinin oldugunu belirlemek,

Leptinin diyabetik ndropati sonrasinda olusan sinir hasarin1  takiben

uygulanmasinin agr1 davranisi lizerine etkisini hot plate testi ile belirlemek.
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