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1. ÖZET 

Valdoksan ticari ismiyle 2009 yılında Avrupa Birliği İlaç Ajansı tarafından 

onaylanan yeni bir antidepresan olan agomelatinin, ağrı üzerindeki etkinliği son 

zamanlarda yapılan çalışmalar ile ortaya konmuştur. Ancak analjezik etkinliğini 

hangi mekanizma ile meydana getirdiği bilinmemektedir. Bu çalışmada, 

agomelatinin periferal nosisepsiyondaki etki mekanizması incelendi. Bu amaçla 

izole edilmiş sıçan dorsal kök gangliyon (DKG) nöronlarında agomelatinin hücre 

içi kalsiyum ([Ca+2]i) düzeyine etkilerine bakıldı. 

İzole edilmiş DKG nöronları, 1 μmol fura-2 AM ile yüklendi ve Ca+2 

cevapları, oransal ölçüm kullanılarak değerlendirildi. Fura-2 AM ile yüklenmiş 

DKG nöronları, dijital mikroskop kalsiyum görüntüleme sistemi kullanılarak, 340 

nm/380 nm’de eksitasyon ve 510 nm’de emisyon kayıt edildi. [Ca+2]i 

konsantrasyonundaki değişim, DKG nöronlarındaki 340 nm/380 nm floresan 

oranındaki değişimle belirlendi. Agomelatin, doz bağımlı olarak [Ca+2]i miktarının 

artmasına neden oldu. 340 nm/380 nm oranları, (bazal 100,0±0.0 % vs 

agomelatin): % 103,4±2,7 (1 μM agomelatin, n=43), % 113,8±4,2 (10 μM 

agomelatin, n=62) ve % 161,2±6,1  (100 μM agomelatin, n=48) tespit edildi. G 

protein inhibitörü pertusis toksin (PTX), agomelatinin [Ca+2]i düzeyinde meydana 

getirdiği artışı baskılamaktadır (% 100,0±0.0’dan % 7,9±3,6’a, n=61). Fosfolipaz 

C (PLC) inhibitörü U-73122 muamelesi sonrasında ve protein kinaz C (PKC) 

inhibitörü şeletrin klorit muamelesi sonrasında agomelatin uygulandığında, 

agomelatinin meydana getirdiği artış önemli ölçüde azalmaktadır ((% 

100,0±0.0’dan 12,3±3,5’e, n=39) 100,0±0.0’dan 28,6±4,2’e, n=27).  
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Bu çalışma ile ilk kez DKG hücre kültüründe agomelatinin [Ca+2]i 

miktarında meydana getirdiği değişimin, periferal nosiseptif sinyalde rol oynayan 

G protein, PLC ve PKC bağımlı mekanizma aracılığıyla olduğu gösterildi.  

Yüksek afiniteli melatonerjik (MT1 ve MT2) reseptör agonisti (MT1: pKi=9.92; 

MT2: pKi=9.24) ve düşük duyarlılıkta serotoninerjik 5-HT 2C (pKi=6.2) reseptör 

antagonisti özelliğine sahip bir antidepresan olan agomelatinin, artı olarak ağrı 

algılama sürecinde de rol aldığı düşünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Agomelatin, Kalsiyum Görüntüleme, Dorsal Kök 

Gangliyonu, Ağrı 
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2. ABSTRACT 

THE EFFECT OF AGOMELATINE ON INTRACELLULAR CALCIUM 

SIGNALING IN SENSORY NEURONS 

The efficacy of agomelatine, a new anidepresent approved by the 

European Union Pharmaceutical Agency in 2009 under the trade name valdoxan, 

on pain has recently been demonstrated by studies done. However, it is not known 

which mechanism leads to the formation of analgesic activity.  

In this study, the mechanism of action of agomelatine in peripheral nociception 

was investigated. For this purpose, effects of agomelatine on intracellular calcium 

([Ca+ 2]i) levels were looked in isolated rat dorsal root ganglion (DRG) neurons. 

Isolated DRG neurons were loaded with 1 μmol fura-2 AM and Ca+2 

responses were assessed by using proportional measurement. 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. Change in [Ca+2]i 

concentration determined with a change in fluorescence ratio of 340 nm / 380 nm 

in DRG neurons. Agomelatine caused to increase dose-dependent in [Ca+2]i . The 

mean 340 nm/380 nm rations were detected (baseline 100,0±0.0 % vs 

agomelatine): % 104,8±3,2 (1 μM agomelatine, n=43), % 117,6±2,4 (10 μM 

agomelatine, n=62) and % 164,2±2,8  (100 μM agomelatine, n=48). The G protein 

inhibitor pertussis toxin (PTX) suppresses the agomelatine-induced calcium 

responses (from 100,0±0.0 % to 7,9±3,6 %, n=61 cells). When agomelatin is 

administered after treatment with the phospholipase C (PLC) inhibitor U-73122 

and after treatment with the protein kinase C (PKC) inhibitor chelerythrine 

chloride, the increase in agomelatine-induced calcium responses significantly 
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decreases (from 100,0±0.0 % to 12,3±3,5 %, n=39 cells) (from 100,0±0.0 % to 

28,6±4,2 %, n=27 cells).  

We first demonstrated that agomelatine mediate peripheral nociceptive 

signalling through mechanism that involves G protein, PLC and PKC-dependent 

changes in intracellular calcium levels in rat primary sensory neurons.  

Agomelatine which a antidepresan that high affinity melatonergic (MT1 and 

MT2) receptor agonist (MT1: pKi=9.92; MT2: pKi=9.24) and serotoninergic (5-

HT2C)  (pKi=6.2) receptor antagonist in low sensitivity, it is also thought to play 

a role in pain recognition process. 

Key Words: Agomelatine, Calcium Imaging, Dorsal Root Ganglion, Pain,  
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3. GİRİŞ 

Canlı organizmaların temel öğeleri hücrelerdir. Tek hücreli canlılarda 

olduğu gibi, bir tek hücre de tamamen bağımsız yaşayabilmektedir. Doku 

yapılarına giren hücreler de, tıpkı bağımsız hücreler gibi açık sistem olmaktadır. 

Hücrelerarası sıvı adı verilen ortam içinde bulunan doku ve hücreler, bu ortamdan 

hücre membranı ile ayrılmaktadırlar. Hücre membranının temel işlevi hücre 

bütünlüğünü korumaktır. Hücre membranları, iç ortam özelliklerinin sabit 

kalmasını, dış ortamdan etkilenmemesini sağlamaktadır. Hücrenin çevresiyle 

seçici madde alış verişi yapması, ihtiyaç duyulan maddelerin kolaylıkla içeriye 

alınması, reaksiyonlar sonucu artık ürünlerin dışarıya atılması hücre membranı 

vasıtasıyla gerçekleşmektedir. Biyoelektrik olaylar da hücre membranlarının bir 

görevidir. 

Hücre membranlarının kalınlıkları 6-10 nm arasında değişmektedir. 

Elektriksel bakımdan yalıtkan özelliklere sahip lipit çift tabakasının dielektrik 

sabiti 2 ile 3 F/m arasında değişmektedir. Hücre membranının, kalınlığının çok 

küçük olması yüzünden, 1 μF/cm2 gibi çok büyük bir sığaya sahip olabilmektedir. 

Kapasitif davranış yanında iletkenlik özelliği de gösteren membranların sızıntı 

direnci 102-105 ohm.cm2 arasında değişmektedir. Membranın iki tarafı arasında 

60 mV’luk bir potansiyel fark var ise membran içinde 107 V/m gibi oldukça 

yüksek şiddetli bir elektriksel alan kurulmaktadır. Bu potansiyel fark 150 mV’a 

çıkarıldığında dielektrik yapı bozulur ve membrandan büyük bir akım geçer (1). 

Hücre dinlenim halinde iken, hücre içi ve hücre dışı ortamlar arasında bir 

potansiyel fark görülür. Bunun en önemli nedeni, hücre membranının sodyum 

(Na+), potasyum (K+), kalsiyum (Ca+2) ve klor (Cl-) iyonlarına gösterdiği seçici 
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geçirgenlik özelliğidir. Bunun sonucunda bu iyonlar membranın iki tarafında 

farklı konsantrasyonlarda bulunmaktadır. Luigi Galvani’nin 1791 yılında 

kurbağalarda yaptığı deneylerde tanık olduğu elektriksel olayların temelinde de bu 

potansiyel fark yatmaktadır. Galvani’nin “hayvansal elektrik” adını verdiği 

biyoelektrik potansiyellerle ilgili çalışmalar, daha sonra Hodgkin ve Huxley’in 

mürekkep balığı dev aksonunda yaptığı çalışmalarla, uyarılabilir hücrelerdeki 

elektriksel olayların anlaşılmasını ve elektrofizyoloji alanında bir çığır açan patch 

kenetleme tekniğinin gelişmesinde temel basamak olmuştur  (2, 3). 

3.1. Nöronlarda İstirahat Membran Potansiyeli 

Membranın içinde K+ konsantrasyonu çok yüksek, dışında ise çok 

düşüktür. Hücrenin içinin dışına oranla daha büyük bir K+ konsantrasyon 

gradyanına sahip olması nedeniyle, K+ iyonları hücrenin dışına doğru kuvvetli bir 

şekilde difüze olma eğilimindedir. Böylece, K+ iyonları membranın dışına geçerek 

membranın dış yüzünü elektropozitif yapmaktadır. K+ iyonuyla dışarıya difüze 

olmayan, içeride kalan negatif anyonlar, membranın iç kısmını elektronegatif 

yapmaktadırlar. Membranın dış kısmının pozitif, iç kısmının negatif olmasından 

dolayı oluşan bu yeni potansiyel fark, pozitif yüklü K+ iyonlarının, dışarıdan 

içeriye doğru geçişinde etkili olmaktadır. Bu potansiyel fark 1 ms içinde, K+ 

iyonlarının daha fazla dışarıya geçişini engelleyecek düzeye gelmektedir. Bunlara 

ek olarak istirahat halinde K+’un hücre membranından, Na+’a göre 50-100 kat 

daha kolay geçebildiği bilinir (4). 

K+ iyon konsantrasyonuna karşı Na+ konsantrasyonu ise, membranın 

dışında çok yüksek iken içinde çok düşüktür. Na+ iyonlarının içeriye doğru 

difüzyonu, membranın dış kısmını negatif, iç kısmını pozitif yaparak yeni bir 



 7 

 

membran potansiyeli yaratmaktadir. Membran potansiyeli, saniyeler içinde Na+ 

iyonlarının içeriye net difüzyonunu durduracak düzeye yükselmektedir. Böylece 

membranın iç kısmındaki iyonların konsantrasyonu ile dış kısmındaki iyonların 

konsantrasyonları arasında oluşan fark, bir membran potansiyeli meydana 

getirmektedir. Nernst iyon dengesi olarak ifade edilen, bir iyonun elektriksel 

olarak denge durumuna gelmesi ve net difüzyonu önleyecek olan potansiyel, 

membranın iki tarafındaki iyonların konsantrasyonu ile belirlenir (4). 

Bir iyon için denge potansiyeli, Nernst denklemi ile ifade edilmektedir. 

                       

                        EI =
𝑹𝑻

𝒛𝑰𝑭
𝒍𝒏

[𝑰𝒅𝚤ş]

[𝑰𝒊ç]
 

 

EI = I iyonu için denge potansiyeli 

R = Gaz sabiti 

T = Mutlak sıcaklık 

F = Faraday sabiti 

ZI = I iyonunun değerliği 

[ Idış ] = Hücre dışındaki I konsantrasyonu 

            [ Iiç ] = Hücre içindeki I konsantrasyonu 
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Tablo 3.1: Memeli kas hücresinde, Na+, K+, Cl- ve Ca+2 iyonlarının hücre içi ve hücre dışı 

konsantrasyonları ve bu konsantrasyonlarda elde edilen elektrokimyasal denge potansiyelleri 

(Kaynak 1’den değiştirilerek alınmıştır). 

 

Membran birden fazla iyona geçirgen olduğu zaman membran potansiyeli 

Goldman Hodgkin-Katz denklemine göre hesaplanır. 

 

 Vm =
𝐑𝐓

𝐅
𝐥𝐧

𝑷𝑲[𝑲+]𝒅+𝑷𝑵𝒂[𝑵𝒂+]𝒅+𝑷𝑪𝒍[𝑪𝒍−]𝒊

𝑷𝑲[𝑲+]𝒊+𝑷𝑵𝒂[𝑵𝒂+]𝒊+𝑷𝑪𝒍[𝑪𝒍−]𝒅
  

 

Vm = Membran potansiyeli 

PK = Potasyum iyonuna bağıl geçirgenlik 

PNa = Sodyum iyonuna bağıl geçirgenlik 

PCl = Klor iyonuna bağıl geçirgenlik 

i = İyonun iç konsantrasyonu 

           d = İyonun dış konsantrasyonu 
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3.2. Aksiyon Potansiyelinin Oluşumu 

Sinir hücreleri, membran potansiyellerinin hızlı bir şekilde değişmesi ile 

ortaya çıkan aksiyon potansiyel (AP) lerini iletmektedirler. Her AP, olağan sükun 

negatif potansiyelden pozitif membran potansiyeline ani bir değişme ile başlar ve 

yaklaşık aynı hızla yine negatif potansiyele geri dönmektedir. Bir sinir sinyalinin 

iletisinde AP, sinir lifi boyunca sinir ucuna ulaşıncaya kadar yayılmaktadır. 

Pozitif yükler öncelikle liften içeriye doğru akmaktadır ve sonra tekrardan 

dışarıya dönmektedir. Daha sonra membran potansiyelinde, saniyenin onbinde biri 

gibi çok kısa zamanda birbiri ardına oluşan değişimlerle AP’ler ortaya çıkar. 

Dinlenim Dönemi: Bu dönem AP oluşmadan önceki membran dinlenim 

potansiyelini belirtmektedir. Bu dönem içerisinde membran güçlü bir negatif 

membran potansiyeline sahip olduğundan dolayı ‘‘polarize’’  durumdadır. 

Depolarizasyon Dönemi: Bu dönemde membran bir anda Na+’a karşı geçirgen 

duruma gelmektedir ve çok fazla miktarda pozitif yüklü Na+ iyonunun aksondan 

içeri doğru akmasına neden olmaktadır. Normalde “polarize” durum, potansiyelin 

hızlı bir şekilde pozitif yönde yükselmesi ile kaybolmaktadır. Buna 

“depolarizasyon” denmektedir. Kalın sinir liflerindeki membran potansiyelleri 

çoğunlukla sıfır seviyesini geçerek pozitif olmaktadır, fakat bazı küçük sinir lifleri 

ve merkezi sinir sistemindeki nöronların genelinde potansiyel ancak sıfır 

seviyesine yaklaşır ve pozitif duruma gelmez. 

Repolarizasyon Dönemi: Membranda Na+’a geçirgenlik çok fazla arttıktan sonra, 

saniyenin onbinde biri gibi kısa bir zamanda Na+ kanalları kapanmaya 

başlamaktadır ve K+ kanalları normaldeki durumuna göre daha fazla açılmaktadır. 

K+ iyonlarının dışa doğru hızlı difüzyonu membranın negatif istirahat 
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potansiyelinin tekrardan oluşmasını sağlamaktadır. Buna membranın 

“repolarizasyonu” denilmektedir (4). 

Hiperpolarizasyon Dönemi: K+ kapılarının açılmasıyla fazla miktarda K+ iyonu 

hücre dışına difüze olmaktadır. Hücre içinin dinlenim potansiyelinden daha 

negatif dinlenim potansiyeline geçtiği bu döneme “hiperpolarizasyon” adı 

verilmektedir. 

3.3. Membran İyon Kanalları 

Yapıları son onbeş yılda daha iyi anlaşılmaya başladı. 19. yüzyıldan 

itibaren iyonların çift katlı fosfolipid yapıdan geçemeyeceği ancak, bir şekilde 

membranın diğer tarafına geçebildikleri biliniyordu. Ernst Brücke osmoz 

gerçekleştiğine göre, membranda bazı delik veya açıklıklar olmalı hipotezini 

kurdu. William Bayliss iyonların çevresi su ile kaplandığına göre, bu iyonlar 

ancak su dolu kanallardan geçiyor olabilir ihtimali üzerinde durdu. Daha 

sonrasında su dolu bir kanaldan iyonlar çok hızlı bir şekilde geçtiği esnada bir 

yandan da seçici olabildiği ortaya çıktı (5).  

Kanalın yapısını meydana getiren integral membran proteinleri, iç 

çeperleri polar grup ve yüklü gruplarca kaplanmış içi su dolu bir gözenek 

oluşturur. Bu gözenek genellikle bir iyondan daha geniştir. Ancak sınırlı bir 

bölgesinde atomik boyutlara kadar daralmakta ve bu dar bölge iyon seçici bir 

filtre olarak davranır  (6). 

Kapılı kanalları oluşturan makro moleküllerin açık ve kapalı gibi iki farklı 

konformasyonu bulunmaktadır. Bir kapının kısmen açık olması gibi bir ara durum 

yoktur. Kapının açılıp kapanması için gerekli konformasyon değişiklikleri, yüklü 

veya dipolar yapıdaki bir voltaj sensörüne etki eden elektriksel kuvvetlerle, 
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nörotransmitter moleküllerin bağlanmasından doğan kimyasal kuvvetlerle veya 

bazı duyusal sinir uçlarında gerilme ve basınç gibi mekanik kuvvetlerle 

yönetilmektedirler. Buna göre de kanallar, voltaj kapılı, ligand kapılı ve mekanik 

kapılı olarak isimlendirilirler. Günümüzde ise moleküler biyoloji, farmakoloji ve 

biyofizik alanında yapılan çalışmalar çok sayıda iyon kanalı ve bu kanalların alt 

tiplerinin olduğunu ortaya çıkarmıştır (1). 

Kanalların seçicilikleri oldukça yüksektir ancak bir kanal, göreceli olarak 

zayıf da olsa, birçok farklı türden iyonu geçirebilir. Uyarının yayılması ile ilgili 

olan en önemli kanallar Na+, K+, Cl- ve Ca+2 kanallarıdır. Bir membranda aynı tür 

iyona geçirgen farklı özelliklerde kanallar bulunabilir. Bir nöronun farklı 

bölgelerinde kanal dağılımı farklılıklar göstermektedir. Böylece nöronun farklı 

bölgeleri farklı işlevler üstlenebilir. Örneğin; Ca+2 kanalları sinir son uçlarında 

çok yoğundur ve bu kanallardan içeri Ca+2 girişi ile transmitter madde 

salınmaktadır. 

Günümüzde kanalların işlevlerinin incelenmesinde “patch” kenetleme adı 

verilen yöntem yaygın olarak kullanılır. Bu tekniği geliştirenlerin öncülerinden 

Erwin Neher ve Bert Sakmann 1991 Nobel Tıp ve Fizyoloji Ödülünü kazanmıştır 

(7). 

3.3.1. Voltaj Kapılı Sodyum Kanalları 

Voltaj kapılı sodyum kanalları, nöronlarda ve diğer uyarılabilir hücrelerde 

aksiyon potansiyeli başlatmada önemli rol oynar ve bunların işlev bozuklukları 

kalıtsal epilepsiye, kronik ağrıya ve hipereksitabilitenin diğer hastalıklarına neden 

olmaktadır. VKSK iletkenliği, AP’nin geçici olarak depolarizasyonuna neden 

olur. Sodyum kanallarının temel fonksiyonel özelliklerinin çoğu, nöron 
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aksonlarının kapsamlı voltaj kenetleme çalışmalarında analiz edildi (8). Moleküler 

sınıflandırmaya göre dokuz farklı sodyum kanalının olduğu bilinmektedir ve 

şimdi bunlara selektif blokörler geliştirilmektedir. Dört kanal ağrı için potansiyel 

hedef teşkil etmektedir (Nav1.3, Nav1.7, Nav1.8, Nav1.9) (9). Voltaj kapılı 

sodyum kanalları, α (260 kDa) (Nav1.1- Nav1.9) ve β alt ünitelerinden (33- 45 

kDa) (β1, β1A, β2 ve β3) oluşmuştur  (10-13). Önemli fonksiyonları olduğu bilinen, 

α alt ünitesinin 9 izoformu bulunur. β alt ünitesi ve diğer sitozolik kanal çiftleri, 

hücre membranında kanalların açılmasını ve kanalların biyofiziksel özelliklerini 

düzenler. 

 

Şekil 3.1: Voltaj Kapılı Sodyum Kanalı (Kaynak 9’dan değiştirilerek alınmıştır ) 

Farmakolojik ve biyofiziksel özelliklerine göre Na+ kanalları, hızlı 

tetrodotoksine duyarlı Na+ kanalları ve yavaş tetradoksine duyarlı Na+ kanalları 

olmak üzere iki sınıfa ayrılmaktadır (14, 15). Na+ kanalları, istirahat halinde 

inaktif ve kapalıdır. Geçici kanal açılışı, konsantrasyon gradiyentinin düşüşüyle 

Na+ iyonlarının akışına izin vermektedir. Böylece, AP oluşumu için eşiğe yakın 

olan depolarize nöronlar, içe doğru transmembran akımını oluşturmaktadırlar. 

Bazı kanallar, açılışından birkaç milisaniye sonra hızlıca inaktive olurlar ve 

böylece konformasyon değişimlerinin inaktivasyonunu geri kazanırlar (16, 17). 



 13 

 

Duyusal nöronlarda VKSK, hasarlı bir dokudan periferal sinirlere doğru 

ortaya çıkan kronik ağrılı nöropatide direk olarak önemli rol oynar. Bu kanalların 

antikonvülzanlar, antiaritmikler ve lokal anestezikleri içeren blokörleri nöropatik 

ağrının tedavisinde etkili olmaktadır (4). Nöropatik ağrının altında yatan 

mekanizmanın araştırılması için VKSK önemli rol oynar (15). 

3.3.2. Voltaj Kapılı Potasyum Kanalları 

Voltaj kapılı potasyum kanalları (VKPK), uyarılabilir (nöronlar ve kalp 

kası vb.) dokularda AP frekansını regüle etmede ve AP’leri şekillendirmede 

önemli rol oynarlar. Presinaptik VKPK, beynin tamamından hem eksitatör hem de 

inhibitör nörotransmitter salınımını düzenlemektedir (18). 

VKPK, K+ iyonlarının akışına izin vermesiyle birlikte uyarılabilir 

hücrelerde repolarizasyona neden olur (16, 19). VKPK’nın α alt üniteleri, 

polipeptidden oluşmuştur. Her bir polipeptid, 6 transmembran heliks yapıya 

sahiptir (S1-S6). S5-S6 bölgeleri arasındaki iki ilave bileşen kanalın gözenek 

bölgesini oluşturmaktadır (20-22). S4 bölgesi ise pozitif yüklüdür ve önemli voltaj 

sensörü olarak etki eder. S4 dışarı doğru etki ettiği zaman plazma membranı, 

konformasyon değişimlerine uğramaktadır. S5-S6 ise heliks ve depolarize duruma 

gelmektedir. Bu nedenle, kapının açılışı ile K+ iyonları dışarı çıkar (20-22). 

Moleküler olarak incelendiğinde α1-9 (23-27) ve β 1-4 (27) alt birimleri 

bulunan VKPK, gecikmiş-doğrultucu K+ kanalları, içeriye yönelik K+ kanalları, 

hızlı geçici A tipi K+ kanalları (KA) (28-31), yavaş aktive olan K+ kanalları, 

ATP’ye duyarlı K+ kanalları (KATP) ve Ca+2 ile aktive olan K+ kanalları şeklinde 

ayrılmıştır (31, 32). Gecikmiş doğrultucu tipteki kanallar, blokörlerden 

tetraetilamonyuma duyarlı iken KA kanalları 4-aminopiridine daha duyarlıdırlar 
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(31, 33). Gecikmiş doğrultucu ve KA kanallarının birlikte bulunduğu 

membranlarda, sabit depolarize edici bir puls akımına çoklu ateşlemeli aksiyon 

potansiyeli şeklinde yanıtların oluştuğu gösterilmiştir (31, 16). KATP’nın, pankreas 

β hücrelerinde varlığı belirlenmiştir. Bu kanallar, insülin sekresyonunda rol oynar 

ve böylece glukoz homeostazisinde çok önemli rolü vardır (34). KATP, hücresel 

metabolik değişimlere karşı yanıt oluşturmaktadırlar. Bu kanallar, ATP ve 

sulfonilüreler tarafından inhibe edilmektedirler. (35, 36). Ca+2 ile aktive edilen K+ 

kanalları ise, 2 şekilde isimlendirilmiştir. Bunlar; büyük iletkenliğe sahip olan 

Ca+2 ile aktive edilen K+ kanalları ve küçük iletkenliğe sahip olan Ca+2 ile aktive 

edilen K+ kanalları olarak tanımlanmışlardır. Bu kanalların her ikisi de, 

homotetramer yapıya sahiptir ve Ca+2’a duyarlı olan intrasellüler sekans 

geliştirmişlerdir (37). 

3.3.3. Klor Kanalları 

Canlılarda bol miktarda bulunan Cl- iyonlarının zarın iki tarafındaki 

dağılımı denge durumundadır. Çok farklı tipleri saptanmış Cl- kanallarının bilinen 

en önemli işlevi membran potansiyelini stabilize duruma getirmektir (1). Bu 

kanallar, plazma membranında ve çoğu dokunun hücre içi organellerinde bulunur 

(38). Cl- kanalları için yüksek affiniteli ve selektif antagonist çok azdır. Bilinen en 

selektif ve güçlü antgonistler arasında niflumik asit, 5-nitro-2-benzoat (39), akrep 

venomunda izole edilen klorotoksin, sezyum ve rubidyum yer alır (1). Cl- 

kanalları memelilerde 9 gen tarafından kodlanır (38). Çeşitli sinir dokularında üç 

farklı tipte Cl- kanalı bulunur. Ligand kapılı Cl- kanalları (40), voltaj bağımlı Cl- 

kanalları (41), Ca+2 ile aktive olan Cl- kanallarıdır (42). 
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3.3.4. Voltaj Kapılı Kalsiyum Kanalları 

Voltaj kapılı kalsiyum kanalları (VKKK), nöronlarda hücre içine Ca+2 

girişinin temel düzenleyicisi olarak görev yapar. Ca+2 iyonu çeşitli yollarla 

hücreye girdikten sonra birçok sahada ikincil mesajcı gibi davranmaktadır. Ca+2, 

kas kontraksiyonunu, nörotransmitter salınımını ve gen ekspresyonunu düzenleme 

gibi birçok fonksiyonda görev almaktadır. Aşırı hücre içi kalsiyum ([Ca+2]i) artışı 

da, nöronal hasara yol açar. (43, 44). Ca+2 düzeyindeki artış, voltaj veya ligand 

bağımlı Ca+2 kanalları aracılığı ile hücre dışından Ca+2 girişi ya da hücre içi 

depolardan (inozitol 1, 4, 5 trifosfat (IP3) ve riyanodin reseptörü/kalsiyum 

salıverilme kanalı) Ca+2 salıverilmesi ile gerçekleşmektedir. 

VKKK’nın, biyofiziksel, farmakolojik ve moleküler olarak 3 ayrı 

sınıflandırılması yapılmıştır. VKKK moleküler olarak; α1, β, γ ve α2δ alt 

birimlerden oluşur (45-47) (Şekil 3.1). 190-250 kDa ağırlığındaki α1 alt ünitesi, 

geniş bir alt birimdir. α1 alt ünitesi, ikincil haberciler ile kanal regülasyonunu 

düzenlemede (48) ve kalsiyum geçiren gözenekleri şekillendirmede görev 

almaktadır (47, 49). α1 alt ünitesi, yaklaşık 2000 aminoasitin oluşturduğu 4 

homolog bölgeden (I-IV) oluşmaktadır. α1 alt ünitesi, 6 transmembran bölgeden 

oluşan heliks (S1-S6) bir yapısı vardır. 10 tane gözenek oluşturucu α1 alt birimi 

tanımlanmıştır ve 3 alt sınıfa ayrılır. Bunlar; farmakolojik karakterlerine ve α1 alt 

ünitesinin yapısal benzerliklerine dayanan Cav1 (L-tipi), Cav2 (N, P/Q, R tipi) ve 

Cav3 (T-tipi) olarak tanımlanır (50). Na+, K+ ve Ca+2 kanallarının alt üniteleriyle 

ilgili yapısal ve fonksiyonel çalışmalar, bu kanalların fonksiyonlarının 

tanımlanmasına yol gösterir (48, 51). S5 ve S6 transmembran segmentleri, P 
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düğümü arasındaki por modülasyonunu sağlar. S1 ve S4 segmentleri ise voltaj 

sensörü olarak görev yapar (48). 

İntrasellüler β alt ünitesi, 50-65 kDa ağırlığında hidrofilik bir proteindir. α2 

ve δ alt ünitelerinin disülfid bağı ile birleşmesi sonucu meydana gelen α2δ alt 

ünitesi, tek gen tarafından kodlanmaktadır. 4 transmembran segmente sahip γ alt 

ünitesi ise iskelet kasında, Ca+2 kanallarının tamamlayıcı bir kısmıdır. Ca+2 

kanallarının yardımcı alt üniteleri, kanal fonksiyonları üzerinde önemli görevlere 

sahiptirler (48, 52, 53). VKKK’nın β alt üniteleri, α1 alt ünitelerinin hücre 

yüzeyindeki ekspresyonunu etkilemekte ve bunların kinetik yapılarını büyük 

ölçüde arttırırlar. α2δ alt üniteleri, α1 alt ünitelerinin hücre yüzey ekspresyonlarını 

artırmaktadır ve voltaj bağımlı kapılar üzerindeki etkileri kalıcı değildir (48, 54). 

 

Şekil 3.2: Kalsiyum kanal alt tipleri. Voltaja duyarlı kalsiyum kanalları 4 alt birimden 

oluşmaktadır. α1 alt birimi birbirine benzer 4 alandan oluşmuştur ki her biri 6 

transmembran segment içermektedir. β alt birimi intrasellülerdir. γ alt biriminin 4 

transmembran segmenti vardır. δ alt biriminin 1 tane transmembran segmenti vardır ve 

disülfid bağ ile ekstraselüler α2 alt birimine bağlıdır (Kaynak 43’den değiştirilerek 

alınmıştır). 



 17 

 

VKKK biyofiziksel olarak; L, P/Q, N, R ve T tipi olarak 

sınıflandırılmaktadırlar. Bunlar; voltaj aktivasyonu, kanal iletkenliği, spesifik 

blokörlere duyarlılık gibi durumlarda özellik bakımından farklılık 

göstermektedirler (43, 45) (Tablo 3.2). 

3.3.4.1. L tipi kalsiyum kanalları 

L tipi VKKK, uyarılabilir hücrelerde kalsiyum girişini regüle eden çok 

sayıda alt birime sahiptir (55) ve kalp kası, iskelet kası ve sinir hücrelerinde 

bulunurlar (43). L tipi VKKK, Cav1.1 (α1s), Cav1.2 (α1c), Cav1.3 (α1D) ve Cav1.4 

(α1F) alt birimlerinden oluşmaktadır (48, 49). Cav1.1 (α1s), Cav1.2 (α1c), Cav1.3 

(α1D) alt birimleri, kalp kasında Ca+2 regülasyonunda çok önemli fonksiyonları 

vardır. Kas kontraksiyonunun 2 membran proteini arasındaki etkileşimi, L tipi 

VKKK ve riyanodin reseptörlerinin hücre içi Ca+2 konsantrasyonunu arttırması ile 

meydana gelir (56). 

Nöronlarda bulunan L tipi VKKK akımları, nöronal fonksiyonların büyük 

bir kısmına katkı sağlamaktadır. L tipi VKKK, nörotransmitter salınımında, hücre 

içi fonksiyonlar için gereksinim duyulan Ca+2’nın sağlanmasında ve Ca+2 ile 

aktive edilen K+ kanallarının regülasyonunda önemli rol oynar. Cav1 kanalları 

yüksek eşikte aktive olan kanallar olarak bilinirken, Cav1.3 ve Cav1.4 kanalları 

düşük eşikte aktive olurlar (57, 58). L tipi VKKK, hücresel ağrı modeli olan 

dorsal kök gangliyon (DKG) hücrelerinde ilk keşfedilen Ca+2 kanalıdır. Cav1.2 ve 

Cav1.3 alt tipleri de DKG’de yoğun olarak bulunurlar (59, 60). 

3.3.4.2. N tipi kalsiyum kanalları 

N tipi kalsiyum kanalları, nöronların presinaptik sinir terminallerinden 

transmitter salınması işlevini yürütmektedirler (50, 61). N tipi kalsiyum kanal 
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aktivasyonu, kalsiyum girişine ve nörotransmitter salınımına neden olur ki bu 

durum sensör eksitabilitesinde değişikliğe ve büyük olasılıkla da ağrı 

algılamasında değişikliğe yol açmaktadır (43, 62-63). Amerikan Gıda ve İlaç 

Dairesi tarafından 2004 yılında onay alan, N tipi kalsiyum kanal blokörü olan 

zikonotidin intratekal uygulanması özellikle kanser hastalarında ağrı kesici olarak 

kullanılır. (43, 64-66). Zikononotidin intratekal uygulanmasıyla, sinir hasarı 

meydana gelmiş farelerde de ağrı yanıtının azaldığı gözlenmiştir (43, 67-68). N 

tipi VKKK blokörleri, P maddesinin salınımını azaltır (43, 69-70). P maddesinin 

salınımı ise nöronal hipereksitabiliteyi meydana getirir (43, 71-73). 

3.3.4.3. P/Q tipi kalsiyum kanalları 

Güçlü depolarizasyonla aktive olan P tipi kalsiyum kanalları, serebellar 

purkinje hücrelerinde tanımlanmıştır (74) ve α1A, α2δ ve β4A alt birimlerinden 

oluşurlar. P tipi kalsiyum kanalları, transmitter salınımından sorumludurlar ve ω-

agotoksin IVA ile baskılanmaktadırlar (48, 61, 75). P/Q tipi VKKK nakavt 

farelerde nosiseptif uyarıcılara duyarlılık azaldığı gözlenmiştir (76). 

3.3.4.4. R tipi kalsiyum kanalları 

Yapılan ilk çalışmalarda R tipi Ca+2 kanalları rezistans olarak 

tanımlanmıştır. R tipi Ca+2 kanalları, yüksek eşiğe sahip olduklarından ancak 

güçlü depolarizasyonla aktive olmaktadırlar. Bu kanallar, α1E, α2δ ve β1B alt 

birimlerinden oluşmaktadırlar (50, 75, 77-79). R tipi Ca+2 kanalları transmitter 

salınımında sorumludurlar. Ayrıca hipokampal nöronların ateşlemesine ve 

depolarize edici ard potansiyelin oluşumuna da katkıda bulunmaktadırlar (80, 81). 

R tipi VKKK, omuriliğin dorsal kök kısmını kapsayan tüm sinir 

sisteminde bulunmaktadır (82). R tipi VKKK’nın, spinal ve supraspinal seviyede 
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hem nosiseptif hemde antinosiseptif ağrıyı azaltmış olabileceği düşünülmektedir 

(43, 83). Ağrı ile ilgili çalışmalarda, R tipi VKKK blokörü olan Hysterocrates 

gigas venomlarından elde edilmiş SNX-482 kullanılır (43, 84-85). 

3.3.4.5. T tipi kalsiyum kanalları 

T tipi kalsiyum kanalları membran dinlenim potansiyeline yakın 

depolarizasyonlarla aktive olan düşük eşiğe sahip kanallardır. T tipi VKKK, kalp 

kası, düz kas, DKG hücre gövdesinde ve serbest sinir uçlarında bulunmaktadır 

(43, 86). Düşük voltajla aktive olan T tipi kalsiyum kanalları, istirahat 

potansiyeline yakın negatif membran potansiyellerinde aktifleşmektedirler. Bu 

kanallar, repolarizasyon aktivitesine ve uyarılabilirliğe katkıda bulunarak AP için 

eşiği düşürebilirler (43, 87-88). T tipi VKKK’nin, α1 alt birimlerine göre 3 alt türü 

bulunmuştur. Bunlar; Cav3.1, Cav3.2 ve Cav3.3 tür (89). 

T tipi VKKK inhibitörlerinin özel seçici bir alt türleri yoktur. T tipi VKKK 

blokörlerinden etosuksimid, mibefradil ve (3β, 5α, 17β)-17- hidroksiedtran-3- 

karbonitril (ECN), hayvan ağrı modellerinde ağrı yanıtını azalttığı gözlenmiştir 

(43, 89-91). Talamustaki T tipi VKKK’nin, pacemaker aktivitesini de azalttığı 

düşünülmektedir (43, 92). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 20 

 

Tablo 3.2: Kalsiyum Kanal Sınıflandırılması (Kaynak 50’den değiştirilerek alınmıştır). 

 

 

3.3.5. TRP Kanalları 

Transient (geçici) reseptör potansiyel (TRP) kanalları ilk kez 1998 yılında 

Drosophila ırkı sirke sineklerinin göz hücrelerinde bulunmuştur (93-96). Genetik 

araştırmalar sonucunda TRP kanallarının 7 alt tipi belirlenmiştir. Bu alt tipler; A) 

TRP cononcial (TRPC) 7 ayrı alt tipi, B) TRP vaniloid (TRPV) 6 ayrı alt tipi, C) 

TRP polisistin (TRPP) 3 ayrı alt tipi, D) TRP mukolipin (ML) 3 ayrı alt tipi, E) 
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TRP ankyrin (TRPA) 1 alt tipi, F) TRP Drosophila NOMPC (TRPN), G)TRP 

melastatin (TRPM) 8 ayrı alt tipi bulunmaktadır (93, 97-102). 

Bütün TRPC kanalları aynı ya da farklı akım özellikleriyle 

heterotetramerler olarak görev yapan seçici olmayan Ca+2 geçirgen katyon 

kanallarıdır (103). Kendi içinde 7 farklı alt grubu vardır (104). TRPV kanalları, 

katyonlar için seçici olmayan ve Ca+2’ya geçirgen olan polimodal ısı ve 

kemosensitif kanallardır (105). TRPM kanalları, Ca+2 ve Mg+2 arasında oldukça 

değişken geçirgenlikler göstermektedir (106). TRPML kanalları, seçici olmayan 

katyon kanalıdır ve [Ca+2]i ile aktive olur (104). TRPP kanalları, seçici olmayan 

katyon kanalıdır ve [Ca+2]i artışı ile aktive olmaktadır (104). TRPA kanalları ise, 

seçici olmayan katyon kanallarıdır ve [Ca+2]i artışı ile aktive olmaktadır. Bu iyon 

kanallarının birçoğu Na+ ve Ca+2’ya her ikisine geçirgen yani tek bir iyona seçici 

olmayan iyon kanallarıdır. 

Sonuç olarak biyolojik mekanizmalara ilişkin birbirinden bağımsız yapılan 

çok sayıdaki çalışma TRP ailesinin varlığını ortaya koymuştur (98). TRP 

kanallarının, çevresel uyarılardaki değişiklikleri ayrımsal olarak belirleyen 

evrensel biyolojik sensörler oldukları düşünülmektedir. TRP kanalları 

sıcak/soğuk, doğal ve kimyasal bileşikler (mentol, kafur, acı biber), mekanik 

uyaranlar, lipid tabakanın içeriğindeki değişiklikler gibi birçok uyaran ile açılır. 

TRP kanalları kan basıncı ve düz kas tonusunun düzenlenmesinde, renal 

Ca+2/Mg+2 kontrolünde, keskin tad ve kokulu bileşiklerin (hardal, sarımsak gibi), 

mekanik değişikliklerin, ağrının, ısının, tadın, kokunun, sesin, feromonların ve 

ışığın algılanması gibi önemli birçok süreçte işlev görür (97, 107). 
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TRPV1, TRP kanalları içinde ağrı modülasyonu ile ilgili olarak ilgiyi en 

fazla çeken kanal olmuştur.  Kapsaisin (CAP) veya CAP benzeri etki oluşturabilen 

resinoferatoksin (RTX), ısı, asit, oksidatif stres ürünleri ve endokanabnoidler gibi 

etkenler vanilloidler olarak adlandırılır. TRPV1, vanilloidlerle aktive olan bir iyon 

kanal reseptörüdür ve esas olarak duysal iletimde rol alır. TRPV1’in ağrı 

duyusunun taşınması ve belirlenmesinde rol alan duyusal nöronları uyarmasındaki 

rolü çok sayıda çalışmada ele alınmış ve bu kanalların nosiseptif ve inflamatuar 

ağrıda önemli düzenleyiciler olduğu gösterilmiştir. TRPV1 kanalı 

prostaglandinler, bradikinin, endojen lipit türevleri gibi inflamatuar medyatörlerle 

allosterik olarak düzenlenmektedir.  

TRPV1 kanallarının, arka kök gangliyon nöronları (DRG), trigeminal 

gangliyon ve vagal gangliyonlarda; ayrıca bu gangliyonların bipolar duysal 

nöronlarının periferik ve santral uzantıları üzerinde yoğun olarak eksprese edildiği 

bildirilmiştir. TRPV1 eksprese eden bu nöronlar, C ve Aδ olarak sınıflandırılan 

miyelinsiz veya ince miyelinli sinir lifleridir. Rodentlerde TRPV1 eksprese eden 

nöronların tüm duysal nöronların % 30-50’sini oluşturduğu rapor edilmiştir. CAP 

duyarlı bu sinir lifleri substans P (SP) ve kalsitonin geni-ilişkili peptid (CGRP) 

içerirler ve bu lifler üzerindeki TRPV1 kanallarının uyarılması bu nöropeptidlerin 

salınımına neden olur (108). 

3.3.6. Aside Duyarlı İyon Kanalları 

Aside duyarlı iyon kanalları (ADİK), voltaja bağımsız, dejenere/epitel Na+ 

kanal ailesine ait bir protein olduğu sanılan ve amiloride duyarlı kanallardır (109, 

110). Bu kanallar ekstrasellüler pH seviyesindeki değişikliklerle (pH=7.4 ile 4) 
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açılıp kapanırlar. ADİK, sadece pH’nın hızla azalması sonucu aktive olurlar ve bu 

kanallar asidik pH’nın sürekliliğinde duyarsızlaşmaktadırlar (110-112). 

Bugüne kadar, ADİK’nın 7 alt ünitesi bulunmuştur. Bunlar; 1a, 1b1, 1b2, 

2a, 2b, 3 ve 4 dir ve bunlar 4 gen tarafından kodlanmıştır (113, 114). ADİK, 

vasküler düz kas hücreleri (115) ve kemik (116) gibi nöronal olmayan dokularda 

bulunurlar. Homomerik olan ADİK1a, kalsiyuma geçirgenlik gösterirken, diğer 

homomerik ve heteromerik olan ADİK ise kalsiyuma geçirgen değildir (114, 117-

119). Her ADİK alt ünitesi, 2 transmembran bölge (TM1 ve TM2) içermektedir. 

Bu bölgelerden TM2 bölgesi, bu kanalların iyon geçirgenliği için büyük öneme 

sahiptir (113, 115, 120). Periferal duyusal nöronlarda ADİK’nın temel 

fonksiyonları, nosisepsiyonu (121-127) ve ağrıdaki mekanik duyarlılığı (128-130) 

sağlamaktır. ADİK, tat iletiminde de rol oynar (131-133). ADİK1a ve ADİK3, 

yüksek duyarlıklı ağrı sinyallerinin tonik inhibisyonunda rol oynamaktadırlar. 

ADİK3 miyelinsiz küçük çaplı peptiderjik nosiseptörler ve büyük çaplı 

mekanoreseptörlerin yanı sıra duyusal sinir terminallerinde ve serbest sinir 

uçlarında da bulunur (134, 135). ADİK2a ise retinal bütünlüğün korunması (136), 

baroreseptör duyarlılığı (137) ve nöronların işlevlerinin yerine getirilmesi için 

gereklidirler (138). Kalsiyum geçirgenliğine sahip ADİK1a’nın sensitizasyonu, 

asidozun meydana getirdiği nöronlarda hasara neden olur (117, 139-142). 

3.4. Agomelatin 

Melatoninin naftalenik analogu olan agomelatin (S20098), valdoksan ticari 

ismiyle 2009 yılında Avrupa Birliği İlaç Ajansı tarafından onaylanan yeni bir 

antidepresandır (143). Agomelatin yüksek afiniteli melatonerjik (MT1 ve MT2) 

reseptör agonisti (MT1: pKi=9.92; MT2: pKi=9.24) ve düşük duyarlılıkta 
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serotoninerjik 5-HT 2C (pKi=6.2) reseptör antagonisti özelliğine sahiptir (144, 

145). 

Depresif hastalarda yapılan klinik gözlemler duygudurum, anksiyete ve 

bazı fizyolojik fonksiyonların, sirkadiyen ritim anomalilerinden etkilendiğini 

(146), agomelatinin etki mekanizması düşünüldüğünde depresif hastaları bu yolla 

etkileyebileceği ifade edilmektedir (147). Agomelatinin, çeşitli hayvan 

modellerinde depresyon ve anksiyete tedavisinde etkili olduğu gösterilmiştir ve 

majör depresif bozukluk, bipolar bozukluk ya da mevsimsel duygulanım 

bozukluğu hastalarında yararlı etkileri vardır. Agomelatin özelliklerinin arasında 

olan hızlı etki başlangıcı ve sirkadiyen ritim anormalliklerini düzeltmesi, 

uyku/uyanıklık döngüsünü geliştirmek adına belirgin bir etkinliği olduğunu 

göstermiştir (148). 
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Şekil 3.3: Agomelatinin etki mekanizması  (149). 

Agomelatinin ağrı üzerindeki etkinliği son zamanlarda çalışılan 

konulardan biri olmuştur. Bu çalışmalarda taşikardi ve prekordial ağrı ve 

fibromiyalji tedavisinde agomelatinin etkinliği irdelenmiştir (150-151). 

Gabapentin ile kombine edilmiş agomelatinin antihipersensitive etki ürettiğide 

görülmüştür (152). Bu çalışmada agomelatin (40 mg / kg ve 60 mg / kg), hem tail-

clip hem de hot-plate(santral etkili yolak araştırılması) testlerinde farelerin tepki 

süresini önemli ölçüde uzattı, antinosiseptif aktivitenin spinal ve supraspinal 

mekanizmalarla ilişkili olduğunu düşündürdü. Agomelatinin ağrı tedavisinde 

terapötik potansiyelinin olduğu ortaya çıkmıştır  (153). Bu çalışmada da 
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agomelatinin antinosiseptif etkisi hot plate(santral etkili yolak araştırılması) ve 

mekanik pençe testi(periferik etkili yolak araştırılması) yöntemleriyle araştırılmış. 

Antinosiseptif etkisinin periferik yolak üzerinde olabileceği ve bu etkinin MT1 ve 

MT2 agonist ve 5-HT2C’e antagonist yolaklarının sinerjik etkisi nedeniyle 

olabileceği ileri sürülmektedir (148). Agomelatinin nöropatik ağrı üzerindeki 

küratif etkisinin yükselen sinaptik katekolamin seviyeleri vasıtasıyla ve hem α 

hem de β-adrenoseptörleri ile etkileşimler yoluyla aracılık ettiğini 

düşündürmektedir (154). 

3.5. Ağrı 

Uluslararası Ağrı Çalışmaları Derneği (International Association for the 

Study of Pain) ağrıyı ‘gerçek veya potansiyel doku hasarıyla ilişkili, duyusal ve 

emosyonel hoş olmayan oldukça subjektif deneyim’ olarak tanımladı (155). Başka 

bir tanıma göre de ağrı; nörofizyolojik, biyokimyasal, psikolojik, kültürel, bilişsel 

ve çevresel boyutları olan çok yönlü bir tecrübedir. Bundan dolayı ağrılı bir 

uyarana karşı cevapta bireyden bireye değişkenlikler görülmektedir (156,157). 

Çok bileşenli ve kişinin deneyimleri ile ilgili bir olgu olan ağrının 

başlaması, algılanması, iletimi ve ağrıya karşı verilen cevap bir dizi karmaşık 

mekanizmalar sonucu gelişmektedir. Ağrı, karmaşık bir olgu olmasına rağmen, 

sinirlerle kaplı vücut yüzeyinde ve iç organlarda, duyusal sinirlerdeki elektriksel 

aktiviteye dayanan periferal bir kökeni vardır (17). Canlı organizmalar potansiyel 

tehlikelerden korunmak için yakın çevrelerindeki tehlikeleri algılayan özel 

sistemleri vardır. Ortamdaki zararlı uyarıları algılayan bu özel yapı “nosiseptör” 

olarak isimlendirilmektedir. Uyarılmaları için nispeten yüksek bir eşik değere 

sahip olan bu nosiseptörlerin şiddetli uyarılması, periferal nosiseptif uçlarda 
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aksiyon potansiyellerinin oluşmasına ve bu elektriksel uyarıların uygun yolakla 

merkezi sinir sistemine ulaşarak ağrı duyusunun oluşmasına ve bu yolla tehlikeli 

durumdan korunmak için cevapların ortaya çıkmasına yol açmaktadır (158). 

Ağrı çocukluk çağından itibaren yaşanan deneyimler ile öğrenilmektedir. 

Ağrıya karşı oluşan reaksiyon değişkenlik göstermektedir. Kişilik özellikleri, 

duygu durumu, etnik alt yapısı, geçmiş deneyimleri, ağrı ile baş edebilme becerisi 

ve ailenin tutumu gibi faktörler ile belirlenmektedir (159). 

3.5.1. Ağrı Tipleri ve Özellikleri 

Ağrı duyusunun duyu organları, vücudun hemen her noktasında bulunan 

çıplak sinir uçlarıdır. Ağrı dürtüleri, merkezi sinir sistemine (MSS) dorsal kök 

gangliyon (DKG) nöronları ile taşınmaktadır. DKG nöronları fonksiyonel olarak 

üç subsellüler bölüme ayrılır. 

1. Ağrı duyusuna neden olan stimulusu (mekanosensitizasyon, termal 

sensitizasyon, nosisepsiyon) algılayan nosiseptör periferal terminal. 

2. Nosiseptif sinyali ileten akson. 

3. Ağrı sinyalinin ilerleyip bir sonraki nörona ve beyine ulaşmasını 

sağlayan presinaptik terminal. 

Duyusal nöronların hücre gövdeleri üç dallıdır ve DKG’nuna 

yerleşmişlerdir (160). Primer duyusal nöronların morfolojik ve fonksiyonel 

olarak; Aα/β , Aδ ve C tipi lifleri bulunur (Şekil 3.4). 
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Şekil 3.4: Duyusal Nöron Tipleri (Kaynak 161 ’den değiştirilerek alınmıştır). 

 

Ağrı sinyalleri iletim hızlarına göre farklı tip liflerle taşınır. Hızlı ağrı 

sinyalleri miyelinli Aδ lifleri (1.5-6.5 m/sn) ile, kronik ağrı sinyalleri ise yavaş 

miyelinsiz C tipi lifler (≤0.8 m/sn) ile medulla spinalise iletilmektedir (162, 163). 

Kronik ağrılı hastalarda C tipi liflerin iletim hızının daha da düşük olduğu 

gösterilmiştir (164). C tipi lifler, arka köklerin lateral bölümünde yer alır ve 

çoğunlukla arka kök C lifleri olarak isimlendirirlir (165). 

Ağrının çok çeşitli sınıflandırılmaları bulunur (4). Ancak bu tezde ağrı 

temel olarak iki tipte incelenmiştir. 1- Nosiseptif ağrı ve 2- Nöropatik ağrı 

3.5.1.1. Nosiseptif Ağrı 

Fizyopatolojik olayların deride, kasta, bağ dokusunda ve iç organlarda 

yaygın olarak bulunan ağrı reseptörlerini (nosiseptörler) uyarmasına bağlı olarak 

ortaya çıkmaktadır. Somatik ve visseral ağrı olarak iki tipi vardır. Bunlar 

arasındaki en önemli farklılık somatik ağrının duyusal lifler ile visseral ağrının ise 

sempatik lifler ile taşınıyor olmasıdır. Somatik ağrı, sızlama tarzında, bıçak 

saplanır gibi, zonklama, basınç hissi gibi ifade edilmektedir. İç organlardan 



 29 

 

kaynaklanan ağrı, obstrüksiyona bağlı ise kemirici ve kramp şeklinde, organ 

kapsülü ve mezenteri etkilemişse sızlama ve zonklama şeklinde olmaktadır. 

3.5.1.2. Nöropatik Ağrı 

Nöropatik ağrı yaklaşık olarak populasyonun % 1’ini etkiler. Öncelikli 

olarak sinir sistemi lezyonu veya disfonksiyonunda meydana gelmektedir. 

Nöropatik ağrı lezyon veya disfonksiyonun meydana geldiği yere bağlı olarak 

periferal veya santral olmak üzere iki sınıfa ayrılmaktadır. Periferal nöropatik 

ağrıya metabolik hastalıklar neden olurken, santral nöropatik ağrıya spinal kord 

veya beyin hasarı neden olmaktadır (166). 

Nöropatik ağrıda, ağrı spontane olarak gelişebilmektedir. Ağrı eşiği 

düştüğünden dolayı normalde ağrısız olan uyarı ağrı yapabilmektedir (allodini). 

Uyarıya cevap hem devamlı hem de amplitüd açısından abartılı olabilmektedir 

(hiperaljezi). Ağrı hissi sağlam bölgelere yansıyabilmektedir (156). 

3.5.2. Ağrının Bastırılması (Analjezi) 

Ağrıdan dolayı insanlarda oluşan reaksiyon dereceleri çok farklıdır. Bu 

farklı tepkiler kısmen beynin kendisinin analjezi sistemi denen bir ağrı kontol 

sistemini kontrol ederek, sinir sistemine giren ağrı sinyallerini bastırabilmesine 

bağlıdır. Periferik ağrı lifleri ile omurilikteki arka boynuz hücreleri arasındaki 

kavşak bağlantıları, oldukça önemli plastisite bölgeleridir. Bu nedenle arka 

boynuz, ağrı dürtülerinin “kapılandığı”, yani ağrı duyusunun şiddetinin 

denetlendiği değişikliğe uğradığı yer anlamında olmak üzere, kapı olarak 

isimlendirilir. Ağrının başlatıldığı bir alandan gelen geniş çaplı afferent liflerin 

uyarılması ile o bölgeden gelen ağrı hafiflemektedir. 
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Hem C tipi hem de Aδ liflerinin dorsal boynuzda sinaps yaptıkları 

bölgelerde presinaptik inhibisyonuyla, analjezi sistemi ağrı sinyellerini omurilikte 

ilk giriş noktasından bloke edebilmektedir. Ayrıca analjezi/nosisepsiyon 

indiksiyonu ve hemeostazinin tekrar sağlanması için Ca+2 kanal antagonistleri 

(167), proton kapılı kanal antagonistleri (111), VKSK antagonistleri (168), voltaj 

kapılı potasyum kanal antagonistleri (169), glutamat reseptör antagonistleri (170) 

ve GABA’erjik, (171), kolinerjik (172) ve opioid reseptör (173) agonistleri 

kullanılır. 

Akut ve kronik ağrının tedavisinde analjeziklerin iki önemli sınıfı olan 

opioidler ve nonstreoidal anti inflamatuar ilaçlar (NSAİİ) kullanılmaktadir (174-

176). 

NSAİİ` lar iki yolla etki göstermektedir: 

1. Siklooksijenaz (COX) 

2. Lipoksijenaz. 

Lipoksijenaz yolu ile lökotrienlerin sentezi inhibe edilmektedir (177). 

Siklooksijenaz(COX) araşidonik asitten prostoglandinleri (PG) oluşturmaktadır. 

NSAİİ’lar siklooksijenazı inhibe ederek prostoglandinlerin (PG) oluşumunu 

azaltmakta böyl÷elikle inflamasyonu önlemektedirler. Antipretik etkileri 

hipotalamusta prostaglandin E2’nin (PGE2) inhibisyonu ile bağlantılıdır.  

Güncel olarak üç COX enzimi tanımlanmıştır (178). COX-1 yapısal olarak 

eksprese olmaya meyilli iken, COX-2 ise inflamasyonla oluşmaktadır. COX-1 

enzimi makrofajik yapısıyla PG üretimine neden olmaktadır. COX-2 enzimi, 

COX-1 den farklı olarak lokal antiinflamatuar mediyatörler ve sitokinler 

tarafından indüklenerek PG üretmektedir (179). Hay ve arkadasları COX-2’nin 
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spinal modülasyonla akut ve kronik periferel inflamasyonda düzenleyici bir rol 

oynayabileceğini, ancak COX-1’in böyle bir etkisinin olmadığını ortaya 

çıkarmışlardır (180). NSAİİ’ın çoğu hem COX-1’i hem de COX-2’yi inhibe 

etmektedirler. COX-1 birçok hücrede bulunurken, özellikle kan damarlarında, 

midede ve böbreklerde daha fazla bulunmuştur. COX-2 insan dokularında dikkate 

alınacak seviyelerde bulunmamıştır. Son zamanlarda, köpek, kemirgenler ve 

insanlarda COX-3 belirlenmiştir. COX-3 ekspresyonu kalp, böbrek ve nöronal 

dokularda çok güçlüdür fakat aort da dahil olmak üzere farklı sıçan dokuları da  

COX-3 ekspresyonunu göstermiştir. COX-3'ün insanlardaki klinik önemi 

hakkında yeterli veri bulunmamaktadır (178). COX-1 inhibisyonunun NSAİİ’ın 

istenmeyen etkilerinin çoğundan sorumlu olduğu düşünülmektedir. İnsanda 

NSAİİ’ın gastrointestinal toksisite nedeninin COX-1 inhibisyonu olduğu 

gösterilmiştir. Bu nedenle NSAİİ’ın uzun süreli kullanımı yan etkileri nedeniyle 

sınırlandırlmıştır (181). Çalışmalar selektif COX-2 inhibitörleri geliştirmeyi 

hedeflemiştir. 

Nöropatik ağrıyı opioidlerin ve NSAİİ’ın azalttığı gibi antiepileptik ilaçlar 

(AEİ) ve antidepresanlarda benzer şekilde ağrıyı azaltır. Özellikle kanserle 

ilişkilendirilmiş bazı nöropatik ağrı tiplerinde standart tedavi yöntemlerinin 

kullanılması oldukça güçtür. Opioidlerin veya NSAİİ’ın kullanılması çoğu zaman 

ağrıyı gidermek yerine hastanın dayanılmaz ağrılar çekmesine neden 

olabilmektedir. Bu tip ağrı tiplerinde antidepresanlar ve AEİ hem ağrıyı hem de 

kanserin oluşturduğu yan etkileri azaltabilmektedir.  
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3.5.3. Antidepresanların Analjezik Özellikleri 

Sistemik olarak verilen antidepresanlar, çeşitli kronik ve nöropatik ağrı 

durumlarının tedavisinde insanlarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Hayvan 

çalışmalarında, antidepresanların inflamatuar ve nöropatik ağrı modellerinde 

nosisepsiyonun analjezik özelliklerini tetiklediği belirlenmiştir.  Daha önceki 

çalışmalar santral etkiye (supraspinal, spinal) odaklanmış olsa da, yeni çalışmalar 

antidepresanların lokal periferik analjezik etkisi olduğunu gösterir. Bu periferik 

etkiler antidepresanların topikal formülasyonları ile analjezide alternatif tedavi 

seçeneği olma şansını arttırmaktadır. Antidepresanlar bir dizi farmakolojik etki 

gösterir; Noradrenalin ve 5 Hidroxitriptamin reuptake’ini bloke ederler, opiad 

reseptörleri üzerinde direk ve indirek etkileri mevcuttur, histamin, kolinerjik, 5 

hidroksitriptamin ve N Metil D aspartat reseptörlerini inhibe etmekte, iyon kanal 

aktivitesi ve adenozin uptake’i bloke ederler. Antidepresanların hem santral, hem 

de periferik analjeziye katkıları bilinir. Antidepresanların preklinik periferal 

analjezi etkileri ile ilgili veriler ve bunların hangi mekanizmalarla olduğu 

belirlenmiştir. 

Antidepresanların psikotrop ajanlar olarak beyin içindeki etkilerine 

odaklanırsak; pek çok çalışmada serebral ventriküller içine uygulandığında direk 

santral analjezik etkiye neden olduğu görülmüştür. Ayrıca antidepresanlar spinal 

aralığa da analjezi oluşturmak için uygulanmıştır. Genel olarak, artan dozlarda 

motor etkilerin sınırlı olmasıyla birlikte supraspinal enjeksiyondan sonra izlenen 

etkinliği spinal enjeksiyona göre daha büyük olduğu gözlenmiştir. Ek olarak 

antidepresanların periferik etkileri dikkat çekicidir, ancak karegenin 

uygulanmasıyla oluşturulan inflamasyon modellerinde bir kanıt bulunmamıştır. 
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Hem inflamasyon, hem santral sensitizasyonu kapsayan bir persistan ağrı 

modelinin çalışıldığı daha yeni çalışmalarda antidepresanların periferal 

uygulamalarında formalin testte analjezi oluşturduğu gözlemlenmiştir. Böylece, 

bir dizi antidepresanın formalinle birlikte verilmesiyle, faz 2 “flinching” çekme 

davranışında ve yalanma davranışında belirgin bir supresyon olur. Faz 1 kaçınma 

davranışı da antidepresanlar tarafından baskılanmıştır. Bu tip etkilerin lokal 

mekanizmalar aracılı olduğu açıktır, çünkü kontrlateral pençeye efektif dozda 

enjeksiyonunun etkili olmadığı gözlemlenmiştir. 

Lokal antinosiseptif etkiler, bir sinir hasarıyla indüklenen ağrı modeli olan 

spinal sinir ligasyon modellerinde de gözlemlenmiştir. Elektrofizyolojik 

çalışmalar visseral ağrıda antidepresanların periferik aracılı etkileri için ek kanıt 

sağlamaktadır. Antidepresanların lokal antinosiseptif veya analjezik etkilerinin 

olduğu açıktır, bu da bu grup ilacın topikal olarak verilebilmesini ve insanlarda 

periferik etkili analjezik olarak kullanılma olasılıklarını yükseltmektedir (148). 

3.6. Dorsal Kök Gangliyonu Nöronlarının Sınıflandırılması ve 

Özellikleri 

DKG, merkezi sinir sistemi dışında sinir hücre gövdelerinin kümelendiği 

etrafı bağ dokusu kapsülle sarılı ovoid şekilli yapılardır. Hücreleri primer duyusal 

nöronlar olup, nöronların somatosensoryal yolakla oluşturdukları zincirin ilk 

halkasını oluştururlar. DKG nöronları, Na+ kanalları (182-184) gibi ağrı ile alakalı 

hücresel yapıları selektif olarak eksprese etmektedirler. DKG nöronları 

uyarıldıklarında AP’yi ateşleyerek mesajı beyine iletmektedirler. Bu nöronlar, AP 

ile somatosensoryel bilgiyi merkezi sinir sistemine taşırlar. Bu nöronların iki 

temel tipi bulunur. Birincisi non-nosiseptif nöron grubudur. Bunlar ağrı 
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oluşturmayan uyarana cevap oluşturmaktadırlar. İkincisi nosiseptif nöronlardır ki 

bunlar da ağrı oluşturan uyarana karşı cevap oluşturmaktadırlar (162). 

DKG, iletim hızlarına ve çap boyutuna göre iki şekilde sınıflandırılır. Bu 

sınıflandırma Aδ ve C lifi afferentlerinde aksonal ileti hızı ile nöron çapı 

arasındaki ilişkiyi esas alan Harper ve Lawson ’un bu konudaki öncül çalışmaları 

esas alınır (186). İletim hızına göre C, Aδ, Aα, Aβ şeklinde sınıflandırılır (162). 

Bunların iletim hızları; Aα 30-55 m/s, Aβ 14-30 m/s, Aδ 2.2-8 m/s ve C 0.5-2 m/s 

arasındadır (184-185, 163). Bunlardan, Aα ve Aβ lifleri kas ve iskelet 

mekanoreseptörlerden, Aβ ve Aδ lifleri deri ve deri altı mekanoreseptörlerden, Aδ 

ve C lifleri ise nosiseptörlerden sorumlulardır (184). Çap boyutlarına göre de 

DKG nöronları, büyük çapa sahip (>50 μm çap), orta büyüklükte çapa sahip (30-

50 μm çap) ve küçük çapa sahip (<30 μm çap) olmak üzere üç alt sınıfa ayrılır 

(163). Miyelinsiz C lifleri küçük çaplı hücre gövdesine sahip nöronlardan köken 

alırken, miyelinli Aα ve Aβ lifleri büyük çaplı hücre gövdesine sahip nöronlardan 

köken almaktadırlar. Aδ lifleri, orta ve küçük çaplı hücre gövdesine sahip 

nöronlardan köken almaktadırlar. Aδ lifleri, nosisepsiyonun (mekanosensitif ya da 

mekanotermal) baştaki uyarısını iletirken, C lifleri ise çok az yoğunluktaki 

nosiseptif algıyı iletmektedir (186). 

Küçük çaplı DKG nöronlarının aksonları genelde miyelinsiz C liflerinden 

oluşur. Aα ve Aβ sinyalleri genelde proprioseptif sinyalleri taşımaktadırlar. Orta 

ve büyük çaptaki DKG hücreleri miyelinli aksonlara sahip olup düşük eşikli 

mekanoreseptörlerden bilgi taşımaktadırlar (186, 187). Küçük çaplı DKG 

nöronları genelde ağrı, kaşınma ve yanma duyularına ait bilgileri iletmektedirler. 

Orta ve büyük çaptaki DKG hücreleri proprioseptif sinyalleri iletirler. 
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Şekil 3.5: Sinir Lifi Tiplerinin Sınıflandırılması (1) 

Algıyla ilgili uyarıları tespit eden nöronlar DKG içerisinde bulunur. 

Burada, nöronal hücreler vertebral kolonla birlikte spinal kolonun yan tarafına 

gömülüdür (184). DKG nöronları, kimyasal, mekanik ve termal uyarıları beynin 

ilgili bölgelerine iletmektedirler (186, 188-189). Bu uyarılar nöronal özgünlüğe 

göre alt sınıflara ayrılabilmektedir. Örneğin, termal duyuyu taşıyan DKG liflerinin 

bazıları 32 0C ve 43 0C arasındaki sıcaklıkları hissederler ve aktivasyonları yavaş 

bir uyarıcı ile ilişkiliyken (189, 160) diğer lifler ise sadece 43 0C üzerindeki 

sıcaklıklarda aktive olmaktadırlar. 

DKG nöronlarında, iyon kanallarının dağılımlarının çeşitli şekilde olduğu 

bilinir. Na+ kanalları, büyük ve orta çapa sahip DKG nöronlarına göre küçük çaplı 

nöronlarda daha fazla sayıda eksprese olur (190). DKG nöronlarında, Ca+2 

kanallarının α1, α2δ (191, 192), β3 ve β4 (192) alt tiplerinin varlığı belirlenmiştir. 

Özellikle α1 ve α2δ alt birimleri küçük ve orta çaplı DKG nöronlarında daha 

yoğun şekilde eksprese olur (193) ve yine β3 ve β4 kanallarının da küçük çaplı 

DKG nöronlarında yoğun şekilde varlığı belirlenmiştir (182, 192). Ayrıca DKG 
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nöronlarında, KA kanallarının (194), KATP (195, 196) ve Ca+2 ile aktive edilen K+ 

kanallarının (197) varlığı belirlenmiştir. Diğer kanallarda olduğu gibi K+ kanalları 

da küçük çaplı DKG nöronlarında yoğun olarak bulunur (197). Kültüre edilmiş 

DKG nöronları, ağrı iletiminde rol oynayan çeşitli iyon kanallarına ve fonksiyonel 

reseptörlere sahip olduğundan nosisepsiyonun hücresel mekanizmasının 

aydınlatılması ile ilgili çalışmalarda yaygın olarak kullanılırlar (184, 198). Bu 

nedenle DKG nöronları ağrı için “hücresel model” olarak kabul edilir. 

Bu çalışmada kullanılan floresan kalsiyum görüntüleme protokolü de, 

yaygın rolleri olan hücresel ikincil bir haberci molekülü olan Ca+2 düzeyinin 

güvenle takibini sağlayan önemli bir protokoldür. Bu nedenle [Ca+2]i düzeyinin 

nosiseptif/antinosiseptif etki takibi için faydalı bir model olması yönünde önem 

arz eder. 

Bu tez çalışması ile bir hücresel ağrı modeli olan sıçan DKG hücre 

kültürlerinde, nosiseptif sinyal belirteci olan [Ca+2]i düzeyi üzerine agomelatinin 

etkileri ve agomelatinin [Ca+2]i düzeyi üzerine meydana getirebileceği 

değişimlerin hangi hücresel yolaklar aracılığıyla olduğunun belirlenmesi 

amaçlandı. 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu tez çalışmasında daha önceden oluşturulmuş deney protokolüne uygun 

olarak DKG primer hücre kültürü hazırlandı. Floresan kalsiyum görüntüleme 

sistemiyle bu DKG hücrelerindeki [Ca+2]i miktarında meydana gelen değişimler 

gözlendi. 

4.1. Sıçan Dorsal Kök Gangliyon Hücrelerinin Primer Kültürü 

 Bu çalışmada, ağrı çalışmaları için hücresel bir model olan DKG hücreleri 

enzimsel ve mekanik işlemler ile izole tek hücreler şeklinde elde edildi. Bu izole 

hücreler daha sonra floresan kalsiyum görüntüleme sistemi kayıtlarında ve 

elektrofizyolojik kayıtlarda kullanıldı. DKG hücre izolasyonu ve kültürü Forda ve 

Kelly (1985) adlı araştırmacıların geliştirdiği metoda göre gerçekleştirildi (199). 

4.1.1. Kültür İçin Kullanılan Solüsyonlar ve Kimyasal Ajanlar 

A) Steril Dulbeco’nun Tamponlanmış Fosfat Tuzu (PBS) (Amresco, Solon, 

Ohio, ABD; kalsiyum ve magnezyum içermeyen): 1 tablet PBS, 100 ml bidistile 

suyun içerisinde çözdürüldükten sonra 0.45 μm kalınlıktaki filtreden geçirilerek 

steril bir şişeye kondu. Hazırlanan PBS +4 °C’de 2 hafta boyunca saklandı ve 

ihtiyaç durumlarında kullanıldı. 

B) Penisilin/Streptomisin (Sigma; Steinheim, Almanya): 5000 IU/ml penisilin ve 

5000 μg/ml streptomisin olacak şekilde 1 ml’lik stoklar hazırlandı ve kültür 

medyumu hazırlamada kullanılıncaya kadar -20 °C’de saklandı. 

C) Kollagenaz (Tip XI) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril su içerisinde %1.25 

olacak şekilde dilüe edildi ve 1 ml’lik kısımlara ayrılarak -20 °C‘de saklandı. 

D) Tripsin (Tip I) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril PBS içerisinde % 2.5 

olacak şekilde dilüe edildi ve 1 ml’lik kısımlara ayrılarak -20 °C‘de saklandı. 
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E) Deoksiribonükleaz (DNAz, Tip IV) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril 

PBS içerisinde 1600 Kunit/ml olacak konsantrasyonda hazırlandı ve 1 ml’lik 

kısımlara ayrılarak -20 °C‘de saklandı. 

F) Sinir Büyütme Faktörü (NGF, 2.5S) (Sigma; Steinheim, Almanya): Sinir 

büyütme faktörü ilk olarak steril su içerisinde 100 μg/ml olacak konsantrasyonda 

hazırlandı ve bu solüsyon F14 içerisine 1 μg/ml olacak şekilde dilüe edildi. 50 

μl’lik kısımlara ayrılarak -20 °C ‘de saklandı. 

Sinir büyütme faktörü embriyonik duyusal ve sempatik nöronların yaşamını 

sürdürmesinde ve farklılaşmasında çok önemli bir yere sahiptir. 

G) Steril Su: Çift distile suyun laminar hava akımlı güvenlik kabini içerisinde 0.2 

μm filtrelerden geçirilmesiyle elde edildi ve daha önceden otoklavda steril edilmiş 

cam şişelerde saklandı. 

H) Etil Alkol: % 99.7 - % 100 saflıktaki etil alkol iki defa distile edilmiş suyla 

dilüe edilerek % 70’lik oranda hazırlandı ve püskürtmeli ağızlığı bulunan şişede 

I)Penisilin/Streptomisin (Sigma; Steinheim, Almanya): 5000 IU/ml penisilin 

ve 5000 μg/ml streptomisin olacak şekilde 1 ml’lik stoklar hazırlandı ve kültür 

medyumu hazırlamada kullanılıncaya kadar -20 °C’de saklandı.tutuldu. 

4.1.2. Kültür Vasatı 

5ml Penisilin/Streptomisin 

Steril 10ml B27 

Steril 5ml Glutamaks 

500ml NBA içine ilave edildi ve 50 ml'lik şişelerde kullanılıncaya kadar saklandı. 

4.1.3. Kültür İçin Kullanılan Ekipman ve Sarf Malzemeleri 

Sterilizasyon amacıyla 0.45 μm porlara sahip filtre 
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Steril geniş petri kutusu 94 x 16 mm ebata sahip, yuvarlak 

Steril küçük petri kutusu 35 x 10 mm ebata sahip, yuvarlak 

Steril 50 ml polipropilen koni tüp 

Steril 15 ml polipropilen koni tüp 

Steril 5 ml polipropilen koni tüp 

Steril 12mm ebata sahip poly-D-lizin ve laminin kaplı lameller 

Cam Pastör pipeti,150 mm uzunlukta 

4.1.4. Diseksiyon Malzemeleri 

1 tane büyük makas, 220 mm uzunluğa sahip 

1 tane küçük makas, 80 mm uzunluğa sahip 

1 tane içi yaylı makas, ucu 12 mm uzunluğa sahip 

1 tane 15 cm uzunluğa sahip forseps 

1 tane ince uçlu düz forseps; 0.07x0.03 mm uca ve 12 cm uzunluğa sahip 

1 tane ince uçlu eğri forseps; 0.07x0.03 mm uca ve 12 cm uzunluğa sahip 

4.1.5. Diğer Ekipmanlar 

Laminar hava akımlı güvenlik kabini, Sınıf II Laminar Flow (Bilser, Ankara), 

Otomatik CO2 inkübatörü, model: Heracell (Heraus, Hanau, Almanya), 

Diseksiyon mikroskobu, model: B061 (Olympus, Tokyo, Japonya), 

Otomatik pipetler (2-20 μl, 20-200 μl ve 100-1000 μl), 

Cam şırınga (1-10 μl) 

Şarjlı pipet 

4.1.6. Dorsal Kök Gangliyon Hücre Kültürü Protokolü 

Geniş bir petri kutusunda Fırat Üniversitesi Deneysel Araştırmalar 

Merkezi’nden temin edilen 1-2 günlük Spraque Dawley cinsi sıçanlar 
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dekapitasyonla öldürüldü. Küçük bir makasla vertebral kolon çıkarıldı, daha sonra 

kaudal uçtan başlayarak boyun kısmına kadar spinal kolonun içi, yaylı küçük bir 

makasla açıldı. Daha sonra diseksiyon mikroskobu altında forsepsle bütün 

DKG’ler izole edilerek küçük bir petri kutusu içerisindeki kültür vasatına 

yerleştirildi. Bütün DKG gövdeleri çıkarılıp petri kutusunda toplandıktan sonra, 

petri kutusu hassas yuvarlak hareketlerle sallandı ve bütün gangliyonların bir 

araya toplanması sağlandıktan sonra kültür medyumu pastör pipet ile çekildi. 900 

μl 37 oC’de inkübe edilmiş kültür vasatı ve 100 μl kollagenaz (% 0.125) ilave 

edilerek hafifçe çalkalandı ve 13 dakika süreyle inkübatörde tutuldu. Bu süre 

sonunda enzimle muamele edilmiş hücre inkübatörden alınarak hızla üç defa PBS 

ile yıkandı. Daha sonra 900 μl PBS ve 100 μl tripsin (% 0.25) ilave edilerek 

hafifçe çalkalandı ve 6 dakika süreyle inkübe edildikten sonra 15 ml’lik steril 

plastik tüpe aktarıldı ve yaklaşık 4 ml inkübe edilmiş kültür vasatı ilave edildi. 

Gangliyonlar tüpün dibine çöktürüldükten sonra kültür vasatı pastör pipet ile 

uzaklaştırıldı ve bu işlem 3 defa tekrarlandı. Daha sonra 100 μl DNAz ve 900 μl 

kültür medyumu ilave edilip steril bir pastör pipet ile hızla çekip boşaltılarak 

gangliyonların mekanik olarak hücrelere ayrıştırılması sağlandı. Bu çekip 

boşaltma işlemi birkaç defa kademeli olarak yapıldı. Her bir kademede üstte kalan 

süspansiyon alınarak diğer gangliyonlara uygulanan tritilasyon işlemine devam 

edildi. Daha sonra hücre süspansiyonunun içine 200 ng/ml NGF eklendi. Poly-D-

lizin ve laminin kaplı lameller (BD Biocoat, ABD) +4’oC den alındı ve hücreler 

lamellere ekilerek, hücrelerin iyice yapışması için 4-6 saat %5 CO2 ve %95 O2 

karışımı içeren 37 °C nemli bir inkübatörde bekletildi. 
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4.2. Hücre İçi Kalsiyum Görüntüleme ve Görüntü Analizleri 

Hücreler, en az 4-6 saat inkübe edildikten ve lamel üzerine iyice yapışması 

sağlandıktan sonra kalsiyum görüntüleme deneylerinde kullanıldı. Hücrelerin 

aksonal ve dentritik uzantılar geliştirmesi floresan kalsiyum görüntüleme 

hesaplamalarını etkileyebileceği için görüntüleme deneylerinde aynı gün 

hazırlanan hücreler kullanıldı. Kültüre DKG hücreleri 45 dakika boyunca fura-2 

AM içeren NaCl esaslı hücre dışı kayıt solüsyonu (135 mM NaCl, 5.9 mM KCl, 

1.5 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 11.5 mM glikoz, 11.6 mM HEPES)’nda tutuldu. 

Hücre dışı kayıt solüsyonunun pH’sı NaOH kullanılarak 7.4’e, ozmolarite ise 

sükroz kullanılarak 310-320 mOsm’a ayarlandı. 45 dakika inkübasyonun ardından 

hücreler taze hücre dışı kayıt solüsyonu ile 20 dakika süreyle 3 kez yıkanarak 

hücre dışındaki fura-2 AM uzaklaştırıldı ve böylece hücre içi kalsiyuma duyarlı 

boyanın de-esterifikasyonu sağlanmış oldu. 

4.2.1. Floresan Kalsiyum Görüntüleme 

Kalsiyum duyarlı floresan boya ile yüklenen hücreleri içeren lameller, 

mikroinkübasyon kayıt çemberine (Warner Instruments, ABD) aktarıldı. 

Mikroinkübasyon-perfüzyon sistemi arasındaki bağlantı ince silikon hortum 

vasıtasıyla sağlandı. İlaç uygulaması esnasında perfüzyon sisteminden (Warner 

Instruments, ABD) (1 ml/dakika) kayıt çemberine ilaç içeren NaCl esaslı hücre 

dışı solüsyonunun akışı yerçekimi kevvetiyle sağlandı. Deneylere başlamadan 

önce kayıt solüsyonlarının akacağı yükseklik tespit edildi. Bütün deneyler oda 

sıcaklığında (20-25 °C) gerçekleştirildi ve bütün deneysel işlemler hücrelerin 

floresan işaretleyici ile yüklenmesinden sonra maksimum iki saat içerisinde 

gerçekleştirildi. 
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Fura-2 AM floresanı bir xenon ışık kaynağından (LS- Sutter Instr, ABD) 

gönderilen UV ışınının hızlı bir otomatize filtre sürücüsüne (Lambda-2, Sutter 

Instr, ABD) yerleştirilen fura-2 filtre seti 340 nm ve 380 nm filtrelerden (Chroma, 

ABD) gönderilerek mikroskop optikleri (Nikon TE 2000 S, S-flour 40X objektif, 

NA=1.4) aracılığı eksitasyon ve 510 nm’de emisyon gerçekleştirildi. Floresan 

görüntüleri yüksek hızlı soğutmalı dijital bir CCD kamera (ORCA 285, 

Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japonya) aracılığı ile görüntülendi ve veri 

kazanım-yazılım programı (sPCI, ComPix) aracılığı ile de bilgisayar hafızasına 

kayıt edildi. 

Floresan oranı analizleri off-line olarak, cevap veren hücrelerde ilgi alanı 

seçimleri yapılarak yazılım programı (sPCI, ComPix) aracılığıyla gerçekleştirildi. 

[Ca+2]i hesaplanmasında, 510 nm’de emisyon gerçekleştirilerek 340 nm 

eksitasyonda elde edilen floresan yoğunluğunun 380 nm eksitasyonla elde edilen 

floresan yoğunluğuna oranlanması (dual uyarı: 340 nm/380 nm, emisyon: 510 

nm) esas alındı. 

4.3. Agomelatin Uygulaması 

1 μM, 10 μM, 100 μM konsantrasyonlarda agomelatin, kayıt çemberi 

içinde bulunan hücrelere uygulandı. İlk olarak kayıt çemberi içerisine hücreleri 

içeren lameller yerleştirildikten sonra perfüzyon sisteminin ince hortumu kayıt 

çemberi üzerine sabitlendi ve kayıt çemberi 600 μl hücre dışı kayıt solüsyonuyla 

dolduruldu. Öncelikli olarak bazal seviyeyi belirlemek için en az 10’er dakika 

kayıtlar alındı.  
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4.4. Agomelatin ile Hücresel Yolak İnhibitörü Uygulaması  

100 nM G protein inhibitörü pertusis toksin ve 100 μM agomelatin 

birlikte, 10 μM PLC inhibitörü U-73122 ve 100 μM agomelatin birlikte, 10 μM   

PKC inhibitörü şeletrin klorit ve 100 μM agomelatin birlikte uygulandı. 

4.5. İstatistik 

Veriler SPSS 16.0 istatistik programı kullanılarak istatistiksel olarak 

değerlendirildi. Grafikler de ise Sigma Plot 8.0 grafik programından yararlanıldı. 

Bütün veriler ortalama ± SS olarak sunuldu. Agomelatinin(1 μM, 10 μM ve 100 

μM) konsantrasyonlarının [Ca+2]i düzeyi üzerine olan doz bağımlı etkisini 

değerlendirmek amacıyla çift yönlü varyans analizi kullanıldı. Agomelatinin 

gruplar arasındaki farklılığı ortaya koyabilmek amacıyla post hoc test olarak 

Tukey HSD testi kullanıldı. G protein inhibitörü, PLC inhibitörü ve PKC 

inhibitörü uygulamalarının agomelatinin [Ca+2]i düzeyi üzerine etkisini 

değerlendirmek amacıyla Student's t testi kullanıldı ve istatistiksel olarak p<0.01 

anlamlı kabul edildi. 

 
 

Şekil 4.1: Kalsiyum Görüntüleme Sisteminin Genel Görünüşü. 
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5. BULGULAR 

Bu tez çalışmasında yeni bir antidepresan olan agomelatinin DKG 

hücrelerinde [Ca+2]i miktarında ne tür değişikliklere sebep olduğu ve [Ca+2]i 

miktarındaki değişimin hangi hücresel yolaklarla olduğu saptandı. Kalsiyuma 

duyarlı floresan boya ile yüklenen DKG hücrelerinde, agomelatinin [Ca+2]i 

miktarı üzerine etkinliğini test etmeden önce çözücü kimyasalların (hidroksi etil 

sellüloz (%1))  etkinliği ön kontrol deneyleri ile irdelendi. Böylece hem 

çözücünün olası etkinliği ortaya konuldu hem de bu “çözücü kontrol” hücre 

populasyonundan benzer protokolle elde edilen veriler diğer ajanların etkisi ile 

istatistiksel olarak karşılaştırıldı. Bazal düzeyde Ca+2 sinyalleri kayıt edildikten 

sonra [en az 10 dakika süreyle (bu süre ön deneylerle optimum olarak belirlendi)] 

kullanılan miktarda çözücünün [Ca+2]i düzeyi üzerine etkisinin olmadığı tespit 

edildi. 

Ağrının hücresel modeli olan DKG nöronlarında agomelatinin hücre içi 

kalsiyum sinyalleşmesi üzerine etkisi incelendi. Agomelatin uygulanmadan önce 

(en az 10 dakika) 340 nm/380 nm floresan oranı yaklaşık olarak 0.6 ve 0.7 

civarındaydı. DKG nöronlarına agomelatin uygulanmadan önce bazal seviye % 

100 kabul edilerek tüm floresan oranları normalize hale getirildi. Agomelatinin (1 

μM, 10 μM ve 100 μM) uygulanmasıyla DKG nöronlarında [Ca+2]i miktarında 

doz bağımlı olarak artış tespit edildi (Tablo 5.1).  
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Tablo 5.1: DKG nöronlarında, agomelatinin (1, 10 ve 100 μM) uygulamasına, [Ca+2]i düzey (% 

olarak 340 nm/380 nm floresan oranları) cevapları. 

 Bazal(Kontrol) Agomelatin N P 

1 μM 100±0 103,4±2,7 43  

10 μM 100±0 113,8±4,2 62 <0.01 

100 μM 100±0 161,2±6,1 48 <0.01 

 

DKG hücrelerine agomelatinin 1 μM uygulamasından önce hücrelerin 

canlılığını test etmek amacıyla hücrelere yüksek konsantrasyonlu KCl (30 mM) 

uygulandı. KCl uygulaması sitoplazmik serbest kalsiyum konsantrasyonunu 

önemli ölçüde arttırdı (Şekil 5.1). Agomelatinin 1 μM uygulamasında sitoplazmik 

serbest kalsiyum konsantrasyonu 103,4±2,7 düzeyine yükseldiği tespit edildi. 

Fakat bu değişim istatiksel olarak anlamlı düzeyde değildi. (n=43) (Şekil 5.1). 
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                                                            A 

 

                                                     B 

 

                           Bazal Agomelatin (1 μM) uygulaması  

                                               C 

 

                                                       D 

 

KCl (30 mM)  uygulaması  Agomelatin (1 μM) uygulaması sonrası 

[Ca+2]i miktarı değişimi (n = 43) 

 

Şekil 5.1: Dorsal kök gangliyonu nöronlarında [Ca+2]i düzeyleri A. 1 μM agomelatin uygulaması 

öncesi [Ca+2]i düzeyini gösteren orijinal resim B. 1 μM agomelatin uygulaması sonrası [Ca+2]i 

düzeyini gösteren orijinal resim. C. KCl (30 Mm)  uygulaması D. 1 μM agomelatin uygulamasının 

DKG hücrelerindeki [Ca+2]i düzeyine etkisi (n = 43) 
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                                                        A                                       

 

                                                        B                                                                                     

 

Bazal Agomelatin (10 μM) uygulaması 

C                                                                                                                             

 

D                                                                           

 

Agomelatinin (10 μM) [Ca+2]i 

miktarında meydana getirdiği artışın 

geri dönüşümü 

Agomelatin (10 μM) uygulaması 

sonrası [Ca+2]i  miktarı değişimi (*; 

p<0.01, n=62). 

 

Şekil 5.2: Dorsal kök gangliyonu nöronlarında [Ca+2]i düzeyleri A. 10 μM agomelatin uygulaması 

öncesi [Ca+2]i düzeyini gösteren orijinal resim B. 10 μM agomelatin uygulaması sonrası [Ca+2]i 

düzeyini gösteren orijinal resim. C. Agomelatinin (10 μM) [Ca+2]i miktarında meydana getirdiği 

artışın geri dönüşümü D. Agomelatin (10 μM) uygulaması sonrası [Ca+2]i  miktarı değişimi (*; 

p<0.01, n=62). 

Agomelatinin 10 μM uygulamasında sitoplazmik serbest kalsiyum 

konsantrasyonun 113,8±4,2 düzeyine yükseldiği tespit edildi. Bu yükselmenin 

istatiksel olarak anlamlı düzeyde olduğu belirlendi. Agomelatin meydana getirdiği 

bu etkinin  geri dönüşümlü olduğu da tespit edildi (*; p<0.01, n=62) (Şekil 5.2). 

Agomelatinin 100 μM uygulamasında da sitoplazmik serbest kalsiyum 

konsantrasyonun 161,2±6,1 düzeyine yükseldiği belirlendi. Bu yükselişinde 
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istatiksel olarak anlamlı düzeyde olduğu tespit edildi. Aynı şekilde, agomelatinin 

meydana getirdiği bu etkide yine geri dönüşümlüdür (**; p<0.001, n=48) (Şekil 

5.3.). 

 

Şekil 5.3: Dorsal kök gangliyonu nöronlarında [Ca+2]i düzeyleri A. 100 μM agomelatin 

uygulaması öncesi [Ca+2]i düzeyini gösteren orijinal resim B. 100 μM agomelatin uygulaması 

sonrası [Ca+2]i düzeyini gösteren orijinal resim. C. Agomelatinin (100 μM) [Ca+2]i miktarında 

meydana getirdiği artışın geri dönüşümü D. Agomelatin (100 μM) uygulaması sonrası [Ca+2]i  

miktarı değişimi (*; p<0.01, n=48). 

 

 
A 

 

 

B 

 

 

Bazal Agomelatin (100 μM) uygulaması 

C 

 

 

D 

 

 

Agomelatin (100 μM)  [Ca+2]i miktarında 

meydana getirdiği artışın geri dönüşümü 

Agomelatin (100 μM) uygulaması sonrası 

[Ca+2]i  miktarı değişimi (*; p<0.01, n=48). 

 



 49 

 

Ağrının hücresel modeli olan DKG nöronlarında, agomelatinin (1 μM, 10 

μM ve 100 μM) [Ca+2]i miktarını artırdığını tespit edilmesini takiben bu etkinin 

hangi hücresel yolaklar aracılığıyla olduğu belirlendi. İlk olarak agomelatinin 

meydana getirdiği bu etkinin G protein hücresel yolağı aracılığıyla olup 

olmadığını tespit etmek amacıyla G protein inhibitörü pertusis toksin (PTX) 

uygulandı ve agomelatinin [Ca+2]i miktarında meydana getirdiği artışın G protein 

hücresel yolağı aracılığıyla olduğu tespit edildi (Şekil 5.5). Tek başına agomelatin 

(100 μM) uygulamasının meydana getirdiği artış %100 kabul edildiğinde, dorsal 

kök gangliyonu nöronlarında pertusis toksin (100 nM) ile ön muamele, 

agomelatinin (100 μM) meydana getirdiği [Ca+2]i miktarı artışını bloklamaktadır. 

Meydana gelen bu inhibisyon 7,9±3,6 düzeyindeydi (n=61, **;0.001<p). 
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Şekil 5.4: Dorsal kök gangliyonu nöronlarında [Ca+2]i düzeyleri A. Bazal B. PTX uygulaması 

sonrası [Ca+2]i düzeyini gösteren orijinal resim. C. PTX muamelesi ardından 100 μM agomelatin 

uygulaması ile [Ca+2]i düzeyini gösteren orijinal resim. D. Agomelatin (100 μM) uygulamasının 

meydana getirdiği artış %100 kabul edildiğinde, PTX’in bu etkiyi büyük ölçüde ortadan 

kaldırdığını gösteren grafik.  

 

                                                           A 
 

 

                                                                B 
 

 

 

Bazal DKG nöronlarında tek başına 100 nM   

Pertusis Toksin (PTX)  muamelesi 

sonrası alınan temsili kayıt 

                                                          C 

 

 

 

 

 

 

                                                                   D 

DKG nöronlarında PTX uygulaması, 

agomelatinin (100 μM) meydana 

getireceği [Ca+2]i miktarında artışı 

önlediğine yönelik temsili orijinal 

bulgu 

Agomelatin (100 μM) uygulamasının 

meydana getirdiği artış %100 kabul 

edildiğinde, PTX bu etkiyi büyük ölçüde 

ortadan kaldırmaktadır (n=61). 
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Sonrasında agomelatinin DKG nöronlarında meydana getirdiği [Ca+2]i 

artışında fosfolipaz C (PLC) ve protein kinaz C (PKC) etkinliği sorgulandı ve 

agomelatinin meydana getirdiği [Ca+2]i miktarındaki artışın ikinci haberci yolaklar 

üzerinden olduğu ortaya konuldu.  

Bunun için agomelatin uygulanmadan önce PLC inhibitörü U-73122 

uygulandı. Agomelatinin meydana getirdiği artış % 100 kabul edildiğinde 10 μM 

PLC inhibitörü U-73122, 100 μM agomelatinin [Ca+2]i düzeyinde meydana 

getirdiği artışı önemli ölçüde azalttığı tespit edildi. Bu inhibisyon etki 12,3±3,5 

seviyesindeydi (**; p<0.001, n=39) (Şekil 5.6).  

Aynı şekilde agomelatin uygulanmadan önce PKC inhibitörü şeletrin klorit 

uygulandı. Agomelatinin meydana getirdiği artış % 100 kabul edildiğinde 10 μM 

PKC inhibitörü şeletrin klorit, 100 μM agomelatinin [Ca+2]i düzeyinde meydana 

getirdiği artışı önemli ölçüde azalttığı tespit edildi. Buradaki inhibisyon etkisi de 

28,6± 4,2 düzeyindeydi (**; p<0.001, n=27) (Şekil 5.7). 
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                                                         A 
 

 

                                                           B 
 

Bazal DKG nöronlarında fosfolipaz-C 

blokörü (10 μM U-73122)  

uygulamasının bazal kalsiyum 

düzeyine etkisine yönelik temsili resim 

                                                           C                                                                   

D 

DKG nöronlarında U-73122 uygulaması, 

agomelatinin (100 μM) meydana 

getirdiği [Ca+2]i miktarını artışı üzerine 

etkilerini gösteren temsili orijinal bulgu 

Agomelatin (100 μM) uygulamasının 

meydana getirdiği [Ca+2]i artışı 

üzerine U-73122’nin etkilerini 

gösteren ortalama veriler (n=39). 

 

Şekil 5.5: Dorsal kök gangliyonu nöronlarında [Ca+2]i düzeyleri A. Bazal B. U-73122 uygulaması 

sonrası [Ca+2]i düzeyini gösteren orijinal resim. C. U-73122 muamelesi ardından 100 μM 

agomelatin uygulaması ile [Ca+2]i düzeyini gösteren orijinal resim. D. Agomelatin (100 μM) 

uygulamasının meydana getirdiği artış %100 kabul edildiğinde, U-73122’in bu etkiyi büyük 

ölçüde ortadan kaldırdığını gösteren grafik.  
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Şekil 5.6: Dorsal kök gangliyonu nöronlarında [Ca+2]i düzeyleri A. Bazal B. Şeletrin klorit 

uygulaması sonrası [Ca+2]i düzeyini gösteren orijinal resim. C. Şeletrin klorit muamelesi ardından 

100 μM agomelatin uygulaması ile [Ca+2]i düzeyini gösteren orijinal resim. D. Agomelatin (100 

μM) uygulamasının meydana getirdiği artış %100 kabul edildiğinde, Şeletrin klorit’in bu etkiyi 

ortadan kaldırdığını gösteren grafik. 

 

 

  

 
 

                                                          A 

 

 

                                                          B 

 

Bazal DKG nöronlarında protein kinaz-C 

blokörü (10  μM Şeletrin klorit)  

uygulamasının bazal kalsiyum düzeyine 

etkisine yönelik temsili resim 

                                                           C  

                                                                D 

DKG nöronlarında PKC inhibitörü 

uygulaması, agomelatinin (100 μM) 

meydana getirdiği [Ca+2]i miktarı 

artışı üzerine etkilerini gösteren 

temsili orijinal bulgu 

Agomelatin (100 μM) uygulamasının 

meydana getirdiği [Ca+2]i artışı üzerine 

PKC inhibitörünün etkilerini gösteren 

ortalama veriler (n=27). 
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6. TARTIŞMA 

Bu çalışma ile ilk defa sıçan DKG hücre kültüründe agomelatinin 

[Ca+2]i seviyesini doz bağımlı olarak artırdığı tespit edildi. Ayrı ayrı olarak; G 

protein inhibitörü pertusis toksin, PLC inhibitörü U-73122 ve PKC inhibitörü 

şeletrin klorit muamelesi sonrasında agomelatinin [Ca+2]i düzeyinde meydana 

getirdiği  artışın baskılandığı belirlendi. 

Son zamanlarda yapılan çalışmalarda, agomelatinin periferik sistemde 

etkili olabileceği ve seratonerjik antagonizması nedeniyle antinosiseptif etkiye 

sinerjik olarak katkıda bulunabileceğinin kanıtı olduğu ileri sürülebilmektedir 

(148). Agomelatinin farelerde nosiseptif sistem üzerinde analjezik etkinliğinin 

olabileceği ortaya koyulmaktadır (200). Bu da agomelatinin ağrı üzerinde 

etkinliğinin olabileceğini işaret etmektedir. Yine yapılan bir çalışmada, Tail 

flick (kuyruk çekme) ve Tail clip (kuyruk sıkıştırma) testleriyle streptozotosin 

enjeksiyonu ile diyabetik nöropati oluşturulan sıçanlarda 4. haftadan itibaren 

hiperaljezi geliştiği gözlendi. Agomelatin (40 mg/kg) uygulanmasıyla bu 

hiperaljezik yanıtın düzeldiği ortaya çıktı. Aynı çalışmada yapılan 

morfometrik ölçümlerde STZ ile diyabet oluşturulan grubun kontrol grubuna 

göre DKG nöronlarında yapısal değişiklikler olduğu ve soma çaplarının daha 

küçük olduğu belirlendi. Diyabetli hayvanlara uygulanan 40 mg/kg dozundaki 

agomeletin tedavisi sonrasında, ortalama soma çapı değerlerinde belirgin bir 

artış ortaya çıkmıştır (201). Agomelatinin nöropatik ağrıyı azalttığı ve 

antihipersensitif etki gösterdiği belirlendi (152). Tüm bu bulgular 

agomelatinin ağrı duyarlılaşmasını önlemede etkili bir faktör olabileceğini 
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göstermektedir. Ancak meydana gelen bu duyarlılaşmayı önleyici mekanizma 

tam olarak aydınlatılamamıştır.  

Bu tez çalışmasıyla ortaya konulan bulgular, periferal ağrı iletiminde 

agomelatinin etkili olabileceğini ve bu etkinin hücresel mekanizmalara ait 

bulguları kapsadığı düşünülmektedir. Agomelatinin farklı hücre tiplerinde 

kalsiyum kanal aktivasyonu üzerine sadece bir çalışma bulunmaktadır. 

Bundan dolayı melatoninin hücre içi kalsiyum sinyalleşmesi üzerine etkisini 

incelediğimizde, Kumar Yadav ve ark’ları melatoninin, mevsimsel besleyici 

kuş olan Perdicula asiatica'da IP3'e bağlı intraselüler Ca+2 salınımına yol 

açtığını belirlemişlerdir (202). Melatonin, insan ve fare duodenum 

enterositlerinde de Ca+2 konsantrasyonunu arttırdığı tespit edildi (203). 

Agomelatinin PC-12 hücrelerinde apoptotik hücre ölümü ve oksitatif strese 

karşı faydalı olması voltaj kapılı Ca+2 kanallarının aktivasyonu yoluyla hücre 

içi Ca+2 düzeylerinin yükselmesine bağlı olduğunu düşündürmektedir (204). 

Bu bulgular bu tez çalışması ile ortaya konulan DKG nöronlarında 

agomelatinin [Ca+2]i  düzeyinde artış meydana getirme bulgusuyla uyumludur. 

Melatonin, kültürlenmiş sıçan dorsal kök gangliyon nöronlarında 

yüksek voltaj ile aktive olan kalsiyum kanal akımlarını azaltmaktadır (205). 

MT1 ve MT2 hem spinal kord seviyesinde hemde supra spinal seviyede 

antinosiseptif etki yapmaktadır. DKG nöronlarında MT2’nin artmış 

aktivasyonu mekanik allodini ve termal hiperaljeziyi azaltmaktadır. Bu 

aktivasyon, DKG nöronlarında mitojenle aktifleşmiş protein kinaz (MAPK1) 

aracılığıyla kalsiyum sinyalleşmesini baskılamaktadır (206).    

Serotonin, kapsaisine duyarlı akut olarak izole edilmiş yetişkin sıçan DKG 
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nöronlarında yüksek eşikli Ca+2 kanal akımlarını inhibe etmektedir (207). 

İlave bir uyarıcı varlığında agomelatinin mevcut kalsiyum sinyallerini aktive 

etmesi veya aktivasyonunu azaltması arasında bir ilişki olup olmadığı bu tez 

çalışma ile direk olarak belirlenmeye çalışılmadı.   

Bu tez çalışmasının diğer aşamalarında ise agomelatinin DKG 

nöronlarında [Ca+2]i düzeyindeki artışının hangi yolaklar üzerinden olduğu 

incelendi. G protein hücresel yolağı aracılığıyla [Ca+2]i düzeyinde artış tespit 

edildi. Melatonin, kültürlenmiş piliç astrositlerinde [Ca+2]i düzeyini arttırdığı 

bu artışında G protein hücresel yolağı aracılığıyla olduğu belirlendi (208). Bu 

bulgu agomelatinin, G protein hücresel yolağı aracılığıyla DKG nöronlarında 

[Ca+2]i düzeyini arttırma bulgusuyla parelellik göstermektedir. G proteine 

bağlı reseptörler, ağrının iletimi, modülasyonu ve algılanmasında yer alan 

hücrelerin aktivitesinin düzenlenmesinde önemli bir rol oynamaktadır (209). 

Agomelatininde G protein hücresel yolağı aracılığıyla DKG nöronlarında 

[Ca+2]i düzeyini arttırma bulgusu, agomelatinin G protein hücresel yolağı  

aracılığıyla ağrının iletimi, modülasyonu ve algılanmasında rol 

oynayabileceğini düşündürmektedir. 

Agomelatinin, PKC ve PLC hücresel yolakları aracılığıyla da DKG 

nöronlarında [Ca+2]i düzeyinde artış meydana getirdiği tespit edildi. Melatonin 

ölümsüzleştirilmiş GT1-7 GnRH nöronlarında PKC hücresel yolağı vasıtasıyla 

[Ca+2]i düzeyini arttırdığı bulgusu (210) bu tez çalışmasıyla ortaya konulan 

DKG nöronlarında [Ca+2]i düzeyinde artışın PKC yolağı aracılığıyla 

gerçekleşmesi bulgusuyla benzerlik oluşturmaktadır. PKC izoenziminin 

anatomik lokalizasyonunun, ağrı sürecinde esas düzenleyici olarak rol 
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oynamaktadır (211). PKC aktivasyonu NMDAR’lerin harekete geçmesine 

sebep olmakta, dolayısıyla termal ve mekanik hiperaljeziye neden olmaktadır 

(212). PKC inhibitörleri, diyabetik nöropati içeren ağrılı durumların tedavisi 

için teröpatik yaklaşımlar olarak dikkate alınmalıdır. Melatonin, Plasmodium 

falciparum’un hücresinde PLC hücresel yolağı vasıtasıyla [Ca+2]i düzeyini 

arttırdığı belirlenmiştir  (213). Bu bulgu agomelatinin, DKG nöronlarında  

PLC hücresel yolağı vasıtasıyla [Ca+2]i düzeyini arttırma bulgusuyla paralellik 

göstermektedir. 

Sonuç olarak bu literatür bilgilerin ışığı altında bu tez çalışmasında, 

valdoksan ticari ismiyle 2009 yılında Avrupa Birliği İlaç Ajansı tarafından 

onaylanan yeni bir antidepresan olan agomelatinin , ağrı için hücresel model 

olan DKG nöronlarında doz bağımlı olarak [Ca+2]i düzeyinde artış meydana 

getirmesi ve bu artışın periferal nosisepsiyonda rol oynayan G protein, PKC 

ve PLC aktivasyonları aracılığıyla olması nosiseptif iletimde agomelatinin rol 

oynayabileceğine işaret etmektedir. 

Çalışmanın devamı hakkında düşünceler: 

Bu çalışmanın bulguları sıçan DKG hücrelerinde agomelatinin doz 

bağımlı olarak [Ca+2]i düzeyini artırdığını gösterir. Bu çalışmanın devamında 

agomelatinin kalsiyum kanalları üzerine olan etki mekanizmasının 

aydınlatılması ve ağrı üzerine etkinliğinin daha iyi bir şekilde aydınlatılması 

amacıyla aşağıdaki yaklaşımlara gerek olduğu vurgulanmaktadır: 

a) Agomelatinin DKG hücrelerinde membran akımları üzerine etkileri 

incelenerek [Ca+2]i depoları ve kalsiyum tetiklemeli kalsiyum 

salıverilmesi ile etkileşimini saptamak,  
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b) Agomelatinin DKG hücrelerinde patch clamp tekniği çalışmaları 

ile membran potansiyeli ve AP parametreleri üzerine olan etkileri 

belirlenerek agomelatinin bu hücrelerde olası fizyolojik önemi 

hakkında bilgi edinmek, 

c) Agomelatinin diyabetik nöropati sonrasında oluşan sinir hasarını 

takiben uygulanmasının ağrı davranışı üzerine etkisini hot plate 

testi ile saptamak, 

d) Agomelatinin spesifik kalsiyum kanal blokörleri kullanarak hangi 

tip kalsiyum kanalları üzerine etkisinin olduğunu saptamak. 

e) Agomelatinin non-spesifik melatonin reseptör antagonisti luzindol 

kullanılarak melatonerjik yol üzerine olan etkisini belirlemek. 
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