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Giris

Gelismis biyolojik sistemlerin hayatsal fonksiyonlarini diizgtin bir sekilde
surdiirebilmesi, kendi organ ve dokularinin islevlerini aksatmadan yerine
getirmesiyle mtimktndur. Bu dokularin faaliyetleri, hiicrelerin kendi arala-
rinda koordineli ve bir diizen icinde ¢alismasiyla gerceklesmektedir. Hticre-
sel diizeyde aktiviteler ya birincil habercilerin (hormonlar veya nérotransmit-
ter maddeler) dogrudan hiicreyi etkilemesi ya da birincil habercilerin ikincil
habercileri etkinlestirmesi yoluyla hticresel yamtin olusmasiyla gerceklesti-
rilebilmektedir. En cok bilinen ikincil haberciler siklik AMP (cAMP) bagimlh
kinaz (protein kinaz A, PKA), fosfotidil inositol ve protein kinaz C (PKC) yolak-
lanidir. Daha sonraki boltimlerde bunlar ayri ayr ele alinacaktir.

Bir diger 6nemli etken ise hiicre zar tizerinde bulunan iyon kanallan akti-
viteleridir. Iyon kanallar hiicre icerisinde ve disarisinda farkli konsantrasyon-
larda bulunan iyonlarm, sitoplazmaya veya organeller icerisine giris ¢ikisini
saglamakla gorevlidirler. Iyonlar (Ca*?, Mg, Na*, K*, CI', vs) hiicre zarindan
gelisi guizel gecmemekte, hiicre tizerinde bulunan ve hticre disindan htcre
icine dogru bir tiinel gibi yerlestirilmis, iyon kanallan ad verilen protein yapi-
I1 6zel yapilardan ge¢cmektedirler!. Hatta yapilan bazi calismalar neticesinde;
suyun bile hiicre zarindan rastgele gecmedigi, suya 6zel, akuaporinler olarak
adlandirilan iyon kanallarindan gectigi ispatlanmistir?. Bu iyonlarn hticre ice-
risine girmesi adeta bir pilin sarj1 ve desarji gibi hiicresel boyutta enerji olu-
sumuna ve huicresel yanitlarin olusmasina sebebiyet vermektedir. Buradan
timevarim yapilacak olunursa, eger bu hiicreler kas hticresi ise kasin kont-
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raksiyonuna, eger bu hticreler sinir hticreleri ise, ilgili alanda sinir iletimine
sebebiyet vercektir. Bu 6rnekleri ¢cogaltmak miimkiindtir. Bu durum daha da
genellestirilirse, hareket etme, diistinme, giilme, konusma gibi viicudun tiim
islevleri, iyon kanallan tabir edilen 6zellesmis protein yapilardan katyon ve
anyonlarin giris-cikisi sayesinde oluyor denilebilir.

Bahsedilen bu hiticre zarn iyon kanallar, izin verdigi iyon isimlerine gore
isimlendirilmekle beraber, bashca voltaja duyarl, ligand kapili, mekanik re-
septorli, sizma kapili ve 6zel kanallar olarak simmiflandirilmaktadirlar®. Bu ka-
nallardan farkh olarak, voltaj bagimh olmayan, non-selektif katyon kanallarn
olarak tabir edilen Gecici Reseptér Potansiyeli (Transient Receptor Potential,
TRP) tist ailesi de mevcuttur. TRP geni ilk defa fotoreseptdr calismalar esna-
sinda, Drosophila melanogaster tiirti sirke sinegi goz hticrelerinde kesfedilmis-
tir*®. Mutasyona ugramis bu kanallann strekli bir 1s18a karsi, gelip gecici (ke-
sikli) bir gerilim olusturmasiyla karakterize edilmistir®. Memelilere ait toplam
yirmisekiz c¢esit TRP kanallarn mevcuttur ve bunlan alti alt ailede toplamak
mumktin olmaktadir. Bu TRP ust kanal ailesi icerisinde bulunan TRP vanil-
loid (TRPV) kanallarn kendi arasinda alt1 alt birime ayrilmakla beraber, daha
ziyade TRPV1 kanallan tizerinde ¢alismalar yapilmistir. Bu kanallar, ytiksek
sicaklik, asidik pH ve kirmuzi aci1 biberde bulunan kapsaisin maddesi ile ak-
tive oldugu ispatlanmistir’”. Ayrica bu kanaln 6zellikle néronlarda ve daha
ziyade arka kok gangliyon hticrelerinde (AKG) inflamatuar ve agrn mekaniz-
malar1 tizerinde 6énemli 6lctide rol aldigi1 daha sonra yapilan arastirmalarda
anlasilmistir®. Aym zamanda, bu kanallarin PKA ve PKC gibi ikincil haberciler
yoluyla aktive oldugu da ispatlanmistir®!°. Bu PKC'i ikincil haberci sistemi
olmadan aktive edebilen bazi maddeler bulunmustur. Bunlar icinde en fazla
bilinen bir forbol ester olan phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) maddesidir.
Daha sonralan yapilan ¢alismalar neticesinde PMA'nin PKC yoluyla TRPV1
katyon kanallarimin acilmasina yardimei oldugu anlasilmistir!!-!5.

Bu TRPV1 kanallarinin 6nemi, gintmuzde bilinen voltaja duyarh Ca*?
kanal blokerlerinin hemen hic¢biri bu kanallar1 inhibe edememesinden kay-
naklanmaktadir. Bu kanallar sayet bozulacak olursa hiicre ici Ca*? mikta-
1 patolojik diizeylerde seyredip hiicrenin 6ltimiine sebebiyet verebilecektir.
Konuya bu noktadan bakilacak olunursa, bu kanallar tizerine yapilan ca-
Iismalara olan ilgi gtin gectikce artmaktadir. Ctinkti bunlarin dtizenlenmesi
veya patolojik durumdan fizyolojik duruma déndurtilmesi, basta néropatik
agri, Alzheimer (Alzaymir) Parkinson, bipolar bozukluklar olmak tizere bir-
cok noérolojik hastaliklarin tedavisine biiytik katk: saglayacag: bilim insanla-
n tarafindan dtstintilmektedir. Bu derleme ¢calismasi, PMA ile aktive edilen
PKC aktivasyonunun TRPV1 tizerine etkisi ve bu yolla hticre icerisine Ca*?
girisi tizerine odaklanacaktir.
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Sinyal Iletimi

Viicudumuzun hayatsal faaliyetini devam ettirebilmesi icin gerekli olan
kan, tiim viicudun ihtiyaci olan besinleri dokulara tasimaktadir. Kan baslica
oksijen, karbondioksit, glikoz gibi en énemli hayatsal molekulleri tasimak-
la gorevlidir'. Bunlarin yam sira, hayati faaliyetler icin elzem olan hormo-
nal sistemin de tasiyicisidir. Hormonlar kendilerine 6zgti tiretim yeri olan
baz1 endokrin organ ve bezlerden salgilandiktan sonra kana karnsarak, he-
def doku htuicresine dogru ilerlemeye baslarlar. Bir hormonun hiicrede etki
gosterebilmesi icin kendine has reseptdére baglanma zorunlulugu vardir’s.
Bu reseptorler gerek hiicre zarn ytlizeyinde gerekse hticre icerisinde olsun, o
hormon, anahtar Kkilit iliskisi gibi bunlara baglanir. Bu baglanma neticesine
cevap olarak hticre icerisinde, hiicresel yanit1 olusturmak tizere bazi mole-
killer uretilir. Bu molektller, hormonla birlikte baslayan sinyalin devami
olarak da dustintilebilir. Bu iletimin ilk basamaginda hormonlar oldugun-
dan, hormonlara birincil haberci, hormon reseptére baglandiktan sonra olu-
san molekullere ve buna bagh olusan tiim tepkimelere ikincil haberci sistemi
denilmektedir. Hormonlarin salinimindan, hticresel cevap olusuncaya kadar
bircok kimyasal tepkimeler ve degisiklikler meydana gelir ki, bunlarin timii-
ne birden sinyal iletimi ad1 verilir!617.

2.1 Ikincil Haberci Sistemi

ikincil haberci sistemin icerisinde en iyi bilinen iki mekanizma mevcut-
tur. Bunlar; adenilil siklaz ve Ca*? / fosfotidilinositol ileti yollaridir.

2.1.1 Adenilil Siklaz Yoluyla Sinyal Iletimi

Hedef hiuicreye ulasan hormon veya noérotransmitter madde kendine uy-
gun reseptorlere (bu mekanizmada genellikle  ve o, adrenerjik reseptorleri
rol oynar) baglandiginda, guanizin trifosfat (GTP), guanizin difosfata (GDP)
dontserek Gy proteinini aktivasyonuna sebebiyet verir. o,  ve y segmentle-
rinden olusan Gg proteininin o parcasi ayrilarak hticre zarina gomuli vazi-
yette ve inaktif halde bulunan adenilil siklaz1 aktive eder. Bu zara bagh enzim
Adenozin trifosfat1 (ATP), 3’, 5’-adenozin monofosfat’a (siklik AMP veya cAMP)
cevirir. cAMP'nin aktive olmasi bir grup enzimlerin calismaya baslamasimna
neden olur. Bunlara, cAMP bagimh protein kinazlar denir. Mesela, cAMP,
PKA'min iki tane alt birimine baglanarak, katalitik alt birimlerin salinmasina
ve aktiflesmesine yol acar. Boylece PKA aktiflesmis olur. Aktiflesmis PKA,
ATP’den bir fosfat kopararak protein substratlarin 6zgiin serin ve treonin
kalintilarma tasmmasini katalizler. Fosforilasyona ugramis proteinler direkt
bir etki ile iyon kanallarinin aktivasyonuna veya DNA molekitillerini fosforile
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ederek 6zgiin genlerin ekspresyonlarnin artmasina sebep olabilirler. Ozet
olarak hticrenin hayati fonksiyonlarimin gerceklesebilmesi ve hayatimi devam
ettirebilmesi i¢in gerekli hiicre yanitlarinin olusmasini saglarlar!'é!7.

2.1.2 Kalsiyum / Fosfotidil Inositol Yoluyla Sinyal fletimi

Adenilil siklaz iletimine benzer sekilde, hedef hiicreye ulasan hormon veya
norotransmitter madde kendine uygun reseptoérlere baglandiginda, GTP,
GDPye déntiserek G, proteinini aktivasyonuna sebebiyet verir. G proteinin
o parcasl hiicre zarma yapisik olarak bulunan fosfolipaz C (PLC) yi aktif hale
getirir. Aktif hale gelmis PLC iki olaya sebep olur, fosfotidil inositol-4-5-bi-
fosfattan (PIP,) Inositol-1,4,5- trifosfat (IP,) meydana gelir ve yine PIP, den
diacilgliserol (DAG) olusur!s19,

PIP,’den olusan Inositol-1,4,5- trifosfat (IP,), endoplazmik retikulum (ER)
ltizerinde bulunan kendine 6zgl reseptdre baglanarak endoplazmik retiku-
lum (ER) icinden Ca*?’u sitozole serbestler. Ca*? miktar1 hiicre icerisinde belli
bir konsantrasyona ulasinca, ilk defa 1986 yilinda Dr. Putney tarafindan
tamimlanan depoya duyarhh Ca*? kanallan (Store-operated Ca*? Channel, de-
poya duyarh Ca*? kanali, SOC) aktive olur'®?°. Bu kanallar sayesinde, hiicre
disinda, hiticre icine kiyasla 10000-20000 kat daha fazla bulunan Ca*? iyon-
lan hticre icerisine akmaya baslar ve hiicrenin daha da depolarize olmasini
saglar. Bu sayede sinir iletimi, kas kasilmasi gibi hayatsal fonksiyonlarin
yerine getirilmesi saglanir. Hiicre gorevini tamamladiktan sonra, iyon denge-
sinin saglanmasi icin, sarkoplazmik retikulum Ca*? ATPase (SERCA), ER den
sitozole salinan Ca*? lar tekrar ER ye alir, benzer sekilde, plazma membran
Ca*? ATPase (PMCA) pompalan da tekrar Ca*? lar1 hiicre disina goénderir.
Boylece hiicre istirahat haline dénmiis olur. Fizyolojik stirecte bu déngu bir
denge icerisinde devam etmektedir!®. Eger bu déngtide pompalarin yeterli
olmamasi ya da hi¢ calismamasi veya oksidatif stresin artisindan dolay1 Ca*?
salinimimin fazlalasmasi gibi nedenlerden dolay1 anormal bir durum olacak
olursa, Ca*? daha fazla hticre icerisine girecek ve dolayisiyla daha fazla hticre
ici oksidatif stresi artiracaktir. Bu oksidatif strese karsi antioksidan meka-
nizmalar devreye girmez veya yetersiz kalacak olursa oksidatif stresle aktive
olan Ca*? kanallarimin acilmasina sebep olarak hticreyi apopitozise kadar
goturebilecektir.

PIP,’den DAG'1n meydana gelme yolagina bakacak olursak, PLC'nin akti-
vasyonu neticesi DAG olusur. DAG ise PKC'yi aktive eder. Ayrica ER kaynakh
sitozoldeki Ca*? artis1 da PKC'yi aktive eder. PKC ise diger kinaz gruplarinda
oldugu gibi ATP’den bir fosfat1 koparip ilgili proteinlere baglayarak, o protei-
nin fosforilasyonuna sebep olup, proteinin yapisinin degismesini saglar. Bu
sayede hticresel yanit olusur (Sekil 4)'6.
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Esterler

“Kimyada esterler, bir hidroksil grubundaki hidrojen atomunun bir or-
ganik grup (bu metinde R’ olarak gosterilecektir) ile yer degistirmis oldugu
organik bilesiklerdir. Hidrojenin bir H* iyonu olarak ayrisabilecegi ‘OH grubu
olan bu tir asitlere oksijen asidi denir.

En yaygmn esterler karboksilat esterlerdir, bunlarda s6z konusu asit bir
karboksilik asittir. Ornegin, eger asit asetik asit ise, esterine asetat denir.
Kararsiz bilesikler olan karbamik asit veya karbonik asitten, sirasiyla karba-
matlar, RO(CO)NHR’ ve dialkil karbonatlar, RO(CO)OR, gibi kararh esterler
elde edilebilir. Esterler inorganik asitlerden de olusabilirler, 6rnegin dimetil
sulfat bir esterdir ve bazen “stilftirik asit dimetil ester” olarak adlandirilir.

Esterler tuzlara benzer sekilde adlandirilirlar; katyon ve anyonlar: olmasa
da, kullanilan terminoloji aym bi¢cimdedir: daha elektronegatif olan kismin
ardindan daha elektropozitif olan kisim sdylenir”2.

Esterler, ayrica, bir alkolile bir asityogunlastirilmasiyla olusturulmaktadir.
Esterler her yerde bulunabilir. Cogu dogal kat1 ve siv1 yaglar (6rnegin, trigli-
seridler) gliserol yagh asit esterleri bulunmaktadir. Diistik molekil agirlhikh
esterler yaygin olarak kullanilan koku ve ugucu yaglar ve feromonlar bulu-
nurlar. Fosfoesterler DNA molektillerinin bel kemigini olusturmaktadir. Pol-
yester ester gruplariyla baglantilh monomerler ile 6nemli plastik, nitrogliserin
gibi nitrat esterleri gibi patlayici 6zellikleri ile de tanimrlar??.

3.1 Forbol Esterler ve PMA

Forbol, dogal bitkisel bir bilesiktir. Forbol ilk olarak 1934 yilinda Asya’nin
giiney dogusunda yetisen ve bir cal olan Croton tiglium bitkisinin tohumla-
rindan elde edilen Kroton yagimin hidrolizi ile elde edilmistir?*?*. Bunun ilk
yapisal sekli ise 1967 yilinda tanimlanmistir25-26,

Forboller su icinde oldugu gibi polar ¢ézuctler icinde de rahatca ¢ozu-
nebilirler. Forbollerin cesitli esterleri 6nemli biyolojik 6zelliklere sahiptirler.
Bunlardan en 6énemlilerinden biri; PKC aktivasyon mekanizmasi yoluyla tii-
mor destekleyicisi olarak hareket etmeleridir?”. Bunlar; DAG"M taklit ederek,
iki hidroksil grubu seklinde, esterleri olusturmak icin yag asitleri ile tepki-
meye giren gliserol ttirevleridir??2. Ayrica, PKC ile forbol ester etkilesimleri,
baz1 enzim aktivitelerini, protein biyosentezini, DNA yazilimini, poliaminlerin
uretimini, hiicre faklilasmasi stirecini ve gen ekspresyonunu etkilerler?s.

Forbol esterler ve bunlarin farkh turevleri gticlai tiimor tetikleyicisi olarak
bildirilmistir. Bu etki, forbol esterlerin son derece diistik konsantrasyonla-
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rinda diger biyolojik etkilerine nisbeten, dikkate deger bir farkhiliga sebebiyet
vermektedir. Bunlar PKC'yi aktive ettigi i¢in cilt tahrisi ve timér olusumun-
dan sorumludurlar. Bu durumda, pek cok hiticre ve dokularin gelisim stirec-
lerine ve organizmalarin genis bir yelpazesi biyolojik etkilerin bir ¢esitliliginin
uretimine katki saglar?s.

Forboller icinde en yaygin olani 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
(TPA) ismiyle de bilinen phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) kimyasalidir
(Sekil 1). PMA kanser modelleri tizerinde biyomedikal arastirmalan icin kul-
lanilmaktadir. PMA ionomycin ile birlikte T hiicrelerini uyarmak, proliferas-
yon, sitokin uretimi ve bu sitokinlerin hiicre i¢i boyamalan icin kullanilir.
Ayrica PMA'nmin PKC’yi aktive ederek ikincil haberci sistemde rol aldig1 da
bilinmektedir?2.

Sekil 1
Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) kimyasalinin kimyasal yapisim gosteren sekil'.

3.2 Forbol Esterlerin PKC Uzerine Etkileri

Forbol esterlerin ilk ve ana islem yerleri biyolojik zarlardir. Bunlar amfi-
filik (suda ¢ozlinen ve c¢éztinmeyen fonksiyonel gruplarn birlikte iceren mo-
lektil) molektiller olmasindan dolay1 fosfolipit zar reseptorlerine baglanma
egilimlerine sahiptirler. 11k etkileri; hiicre reseptorlerinin aktivitelerinde degi-
siklik, 2-deoksiglukoz ve diger besinlerin alimi, hiicre yapisininin degismesi,
arasidonik asit salimmmina ve prostaglandin sentezlerine sebep olmasi, hticre
yuzeyi reseptorlerine epidermal biiytime faktértintin baglanmasina engel ol-
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mas1 ve lipit metabolizmasini degistirmesi gibi faktérler bu forbol esterlerin
baslica etkileri olarak gortlmektedir?®.

Forbollerin PKC aktivasyonu ve ona baglanmasi tizerine ¢ok sayida calis-
ma yapilip tizerinde durulmustur. Bunun sebebi, bu mekanizmanin, sinyal
iletimi yolaklarinda kritik bir role sahip olmasi ve hiticre bliytimesini ve fark-
hilasmasini etkilemesidir®®3!. Normal sinyal iletimi esnasinda DAG tarafin-
dan aktive edilen bu enzim, daha sonra hizh bir sekilde hidroliz edilir. DAG,
fosfotidil serin (PS), zarlar i¢in ilgisinin arttirllmasiyla PKC fonksiyonlarimin
aktivasyonundan sorumludur. Aktivasyon lzerinden, degisik sinyal iletimi
yolaklarinin olusmasi icin, PKC enzimleri, RACK (receptor for activated C
kinase, C kinaz aktivasyonundan sorumlu reseptor) proteinleri (PKC akti-
vasyonu i¢in zara bagh reseptorler) tarafindan plazmaya transloke edilirler.
DAG’1n bir analogu ve PKC nin gticlii bir aktivatorti olan bu forboller hticre
tarafindan oldukca fazla metabolize edilirler®?*3. Bu durum, PKC’'nin yuk-
sek aktivasyonuna sebebiyet vermekle birlikte, hiicre ¢cogalmasim tetikler.
Boylece hiicre yanitlar olusmus olur. Bu forbol esterler hem PKC'yi aktive
eder, hem de uzun inkiuibisyon sonrasi enzimin asag1 yéonde diizenlemesini
saglayabilir®*. DAG ve forboller tarafindan PKCnin bu regulasyonu etkile-
sim guctindeki bazi farklhiliklarla birlikte ayn1 mekanizma ile meydana gelir3?.
Omurgasiz deniz canlis1 olan Bugula neritina’dan izole edilmis makrosiklik
lakton olan Bryostatin maddesi de ayn1 zamanda PKC'yi aktive etmektedir®.
Bunun yani sira forbol esterlerin aksine, kanserojen veya tam timor da-
zenleyicisi degildir®®. Bryostatin, antagonize kronik yanitlar PMA tarafindan
arttirnlmadan PMA'nin kendisi gibi baz1 aym hiicresel yamitlarn ortaya cika-
rir®’. Ayrica, Bryostatin miyeloid ve lenfoid hticre hatlarinin farklilasmasina,
trombosit agregasyonuna, gen ekspresyonunun bazi etkilerinin degismesine
ve 6nemli 6l¢ctide anti-timor aktivite olusumuna sebep olmaktadirss.

Iyon Kanallart

Hucrelerin faaliyetleri, hiticre dis1 ve hticre i¢i farkli konsantrasyonlarda
bulunan bircok farkh cesit iyonlarin, hiicre icinden disariya veya disindan
iceriye gecisi ile gerceklesmektedir. Bu iyonlar hiicre zarindan gelisi gtizel
gecmemekte, hiicre tizerinde bulunan, hiicre disindan, hticre i¢cine dogru
bir tiinel gibi yerlestirilmis, iyon kanallar ad1 verilen protein yapili yapilar-
dan gerceklesmektedir'%. Yinelemek gerekirse, bu iyon kanallar izin verdigi
iyon isimlerine gore isimlendirilmekle beraber, baslica voltaja duyarl, ligand
kapili, mekanik reseptorlii, sizma kapili ve 6zel kanallar olarak smiflandiril-
maktadirlar®.
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4.1 TRP Ust Ailesi

Gegici Reseptor Potansiyeli (Transient Receptor Potential, TRP) tst ailesi
voltaj bagiml olmayan, non-selektif katyon kanallaridir. TRP geni ilk defa fo-
toreseptor calismalar1 esnasinda, Drosophila melanogaster tiirti sirke sinegi
goz hucrelerinde kesfedilmistir*5. Mutasyona ugramis bu kanallarin stirekli
bir 1s18a karsi, gelip gecici (kesikli) bir gerilim olusturmasiyla karakterize
edilmistir®. TRP kanallart memelilerden omurgasizlara kadar, canlilarin fark-
I1 dokularinda bulunmaktadir®®. Bu kanallar genel olarak hticre sitozoltinde
bulunan C ucu, N ucu ve bu ikisi arasinda, hiicre zari i¢ine géomuli trans-
membran bolge olmak tizere i¢ ana boélgeden olusmaktadirt!42. Bu trans-
membran boélge alt1 olas1 segmentlerden olusmakta, 5. ve 6. segmentler ara-
sinda bulunan gozenek, iyon gecislerine olanak saglamaktadir344.

Memelilere ait toplam yirmisekiz ¢esit TRP kanali mevcuttur ve bunlari
alt1 alt ailede toplamak mumkutndur?®.

TRPM
(melastatin) )

TRPP [ TRPV

(polycystein) (vanilloid) )

TRPC /" TRPA )

(ankyrin)

(canonical)

TRPML

(mucolipin)

Sekil 2
Transient Receptor Potential (TRP) tist ailesinin memelilere ait alt1 alt birimini gosteren sekil.
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TRP ankyrin (TRPA) bir alt aileden, TRP conancial (TRPC) yedi alt aile-
den, TRP melastatin (TRPM) sekiz alt aileden, TRP mucolipin (TRPML) ¢ alt
aileden, TRP polycysteine (TRPP) ti¢ alt aileden ve TRP vanilloid (TRPV) alti
alt aileden olusmaktadir (Sekil 2). Ayrica, memelilerde bulunmayan TRPN
(NOMPC: no mechanoreceptor potential channel) alt ailesi de mevcuttur®.

4.1.1 TRPV Kanallart

TRPV kanallann kendi aralarinda 6 alt tiyeye ayrilmaktadir. Bunlardan
TRPV1 - V4 kanallar 1siya duyarh reseptorler olarak kesfedilmistirler.

TRPV1 (vanilloid reseptor, VR1) yiiksek sicaklik (> 42°C), asidik pH (<6) ve
kirmizi aci1 biberde bulunan kapsaisin maddesi ile aktive olmaktadir. Ayrica
ikincil haberci sisteminde cAMP’ye bagh kinaz (PLA) ve PKC araciligl ile de
aktive oldugu gosterilmistir. Yapilan ¢calismalarda TRPV1 kanalimin Ca*? iyo-
nuna gecirgenligi oldukca ytiksek oldugu belirtilmistir (P, /P = 9,6). Ayrica,
bu kanal kapsazepin maddesi ve PIP, vasitalariyla inaktive olmaktadir”54°.

TRPV2 (vanilloid reseptdor benzeri, VRL1), TRPVI'in aksine, vanilloid,
proton ve duizenleyici sicakliklar arasinda aktive olmamaktadir. Ancak vii-
cut sicakligima gore oldukca ytiksek sicakliklarda aktive olabilmektedirler
(>52°C)*".

TRPV2 kanallar1 TRPV1’e benzer sekilde outward I-V grafigi benzerlik gos-
termekte olup, goreli olarak yiiksek diizeyde Ca**a (P_, /P, =2,9) gecirgendir.
Ayrica bu kanallarin ruthenium red kimyasal tarafindan inhibe edilebildigi
rapor edilmistir®’.

ilk olarak, sirasiyla, vanilloid receptor-related osmotically activated chan-
nel, (VROAC) ve OSM-9-like TRP channel 4 (OTRPC4) olarak adlandirilan
TRPV3 ve TRPV4 kanallar 1hik dtizeydeki sicaklik degisimleri ile aktive olan
kanallardir (TRPV3 ~34 — 38°C, TRPV4 ~27 — 35°C)#®-°1. Bu kanallarin duyu-
sal ve hipotalamik noéronlar, keratinositler basta olmak tizere bircok dokuda
eksprese oldugu rapor edilmistir. TRPV4 kanallar1 hipoosmolarite, sentetik
forbol esterler ve 5°,6-epoxy-icosatrienoic asit gibi termal olmayan etkilerle
de aktive olabilmektedirler5!52.

4.1.2 TRPV1 Katyon Kanallart

TRP kanallan ilk 1989 yilinda, fotoreseptér calismalari esnasinda Dro-
sophila melanogaster sirke sineginde kesfedilmesine ragmen, TRPV kanallar
icinde ilk olarak bulunan ve tizerine en cok calisma yapilan TRPV1 kanali
TRP alt ailesinin bir tiyesi kabul edilerek, kapsaisinle acilan reseptor olarak
ilk 1997 yilinda tanimlandi®3-5¢.
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TRPV1 kanallart AKG, trigeminal gangliyon (TG) ve Vagal noéronlan gibi
tim duyusal gangliyonlarda eksprese olmustur®+%?. Ayrica TRPV1 kanallar,
keratinositler, mast hticreleri, sac foliktil hticreleri, dtiz kaslar, mesane, ak-
ciger, karaciger, bobrek, dalak gibi sinir hticresi olmayan doku ve hiicrelerde
de varhig: tespit edilmistirds5°.

TRPV1 kanallan diger TRP kanallarinda oldugu gibi N, C ucu ve bu ikisi
arasmdaki alti segmentli transmembran boélgeden olusmaktadir. N ucunda
tekrarh ankrin bélgesine sahipken, C ucunda TRP domain olarak adlandirilan
Nudiks bélgesi bulunmamaktadir. Onun yerine, TRP benzeri domain, PKC,
kalmodulin tasiytyan boélge ve PIP, baglama boélgesi mevcuttur (Sekil 3)*.
PIP, bolgesi ac1 biberde bulunan kapsaisin maddesini kendine baglama &zel-
ligine sahip olup, kanalin acilmasina olanak saglamaktadir®!. Ayn1 zamanda,
bu kanallarn ytiksek sicaklik (>42°C) ve diistik pH (~5,2) ile de aktive oldugu
rapor edilmistir®?. Kapsaisin veya sicaklik ile aktive edilen TRPV1 kanallarimin
spesifik blokeri kapsazepin maddesidir>>¢3.
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Hiicre zarma yerlesmis olarak bulunan Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV1) kanali
ve bu kanal aktive ve inaktive eden kimyasallarin baglanma bolgelerini gosteren sekil. Sekil
tizerindeki her bir yesil nokta bir amino asiti temsil etmektedir. Harflendirmenin, amino asit

isim karsiligy; C: sistein, E: gltitamik asit, K: lizin, M: metiyonin, R: arjinin, S: serin,
T: treonin, Y: tirozin. Kanala baglanan kimyasallar; AEA: anandamin, ATP: adenozin trifosfat,
CaM: kalmodulin, PIP2: fosfotidil inositol-4-5-bifosfat, PKA: protein kinaz A, PKC: protein
kinaz C, RTX: resiniferatoksin (79 numaral kaynaktan Turkcelestirilmistir).
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Forbol esterler ile yakin iliskili ve yluksek tahris edici 6zelligi olan kap-
saisin ve resiniferatoksin (RTX) kimyasallar1 bu kanallarin aktivatoriadur.
RTX'in kapsaisine gére neredeyse 20 kat daha gucli oldugu rapor edilmis-
tir®+%5. CB1 reseptoru, 12-hydroperoxy-eicosatetraenoic acid (12- HPETE) ve
N -arachidonoyl dopamine (NADA) agonisti olan Anandamin de TRPV1’in do-
gal acicisidir. Ayrica, siyah biberden elde edilen Piperin, karanfilden elde edi-
len Eugenol, turpta bulunan Zingeron maddeleri de TRPV1 kanallarini aktive
etmektedir®’. Dahasi, iclerinde vanilil parcas1 bulunan, ayn1 zamanda ¢ig
zencefilden elde edilen ve gliserollerin dehidrasyonu sonucu ortaya ¢ikan
Gingeroller ve Shogaoller de TRPV1 kanallarini aktive edebilmektedirler®®-7:.

Kapsaisin ve analoglarn lipofilik olduklar i¢in, hiicre zarindan rahatca ge-
c¢ip hiicrenin i¢ tarafinda bulunan TRPV1 kanallarinin baglanma bélgelerine
rahatca baglanip, kanalin acilmasina olarak saglamaktadir”?. Hiicrenin i¢
tarafina salinmis vaziyette duran kanalin N (Argl14) ve C (Glu761) uclan bu
agonistlerin baglanmasi icin elverisli bolgelerdir’®. Ayrica, TM4'te yerlesmis
sekilde bulunan Tyr511 bélgesi kapsaisin aracili, Met547 boélgesi de RTX
aracii TRPV1 aktivasyonu icin gereklidir’4. Buna ek olarak, Tyr511 alifatik
kapsaisin alam ve diger vanilloid agonistleri ile hidrofobik etkilesimlerinden
sorumlu iken, kapsaisinin Thr550 boélgesi ile etkilesmesi kanalin aktivasyo-
nu icin de 6nem arz ettigi bildirilmistir”>. Trp549 ve Ser512 gibi diger kaln-
tilar kapsaisin hassasiyeti icin de énemlidir (Sekil 3)74.

Yakin gecmiste yapilan bazi calismalar, sarimsak ve sogan gibi Allium
cinsi bitkilerden elde edilen keskin bilesiklerin TRPV1 kanallarim1 aktive
edip edemeyecegi lizerine tartismislardir’®. Ayni tir noronal hticreler icin,
bu tahris edici maddelerin TRPV1 ve TRPA1 kanallarim hedef sectigi 6ne
strtlmustiir’®. TRPV1 in sarimsak ve soganda bulunan Allicin maddesi tara-
findan aktivasyonu icin N-ucunda bulunan tek sistein iceren bolgeye (C157)
baglanmasi gerekmektedir (Sekil 3)77-7°.

Kristal yapiya sahip TRPV1 N-terminal ucu tekrarh alti ankrin bolgesin-
den olusur. Bu bolgede PIP,, ATP ve kalmodulin gibi kanal acici ajanlarin
coklu-ligand baglanma alanlar mevcuttur®. ANK-2 tekrarimin i¢ sarmal 2 de
yerlesmis C157 bolgesi ATP gibi diger diizenleyici kimyasallarin baglanmasi-
na olanak saglar®. Ornegin, N-terminal ucun i¢ sarmal 2 de bulunan K155,
K160 ve L163 alanlar1 ATP baglanma bolgeleridir (Sekil 3)79%°.

Dogal analjezik bir madde olarak bilinen kafur, kapsaisinden daha ytiksek
dozlarda kullamldig takdirde AKG noéronlarmda TRPV1 tizerinden Ca*? akisim
arttirmistir®!. Kapsaisin aracili olusan TRPV1 kanal akimlarinin bloke edicisi
kapsazepin maddesi, kafur tarafindan aktive edilen kanali inhibe edememek-
tedir. Ctinkt kapsaisinin baglandig: bélge ile kafurun baglanma bélgesi farkli-
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Iik arz etmektedir. Buna ek olarak, kafur vanilloide bagimsiz bir mekanizma ile
kapsaisinden cok daha hizh bir sekilde kanali duyarsizlastirabilmektedir”8!.

Inflamasyon ve iskemi sirasinda asidik pH1 arttirmanin agri hissini daha
da fazlalastiracag: tahmin edilebilir®?®3. A3 ve C-fiberlerinde, asite duyarh
iyon kanallan (ASICs) ve TRPV1 kanallan kanser ve eklem iltihap hastalik-
larim1 da kapsayan cesitli kosullarla yakin iliski icindedir 8%, Daha 6nce
de belirtildigi gibi TRPV1 kanali diistik pH, yuksek sicaklik ve kapsaisinle
acilabilmesinin yam sira bunlardan daha da enteresan olan durum; orta ve
yuksek derecedeki pH degerleri ile de acilabilmesidir”®-86.

Bircok hiicre sinyali islemlerinde rol oynayan, damarlarda vazodilatasyo-
na sebebiyet veren ve hticre icinde azot kaynaklh oksidan bir ajan olarak bi-
linen nitrik oksit (NO) molektilti TRPV1 kanallarini aktive edebilmektedirs”88,
NO’nun, 5. ve 6. segmentler arasindaki boslugun olusma sebepleri olarak
gorulen N-terminal u¢ tarafindaki iki sisteini etkileyerek kanal aktive ettigi
tahmin edilmektedir®®. Bu veriler goz éntinde bulunduruldugunda, NO'nun
TRPV1 kanal tizerinde entegre bir sensor gibi vazife yaptig1 séylenebilir®. NO
sentezinden sorumlu olan enzim, nitrik oksit sentetaz (NOS), huicre ici Ca*?
ile aktive olmaktadir. NO kaynakhh TRPV1 kanalimnn acilmas1 sonrasinda,
hticre icine Ca*?’un girisi, kanalin aktivasyonu ve NO urtinlerinin olusmasi
hiicrede duizenleyici bir geri bildirim mekanizmasi olusmasina sebep ola-
bilir®®. Bu geri bildirim mekanizmasi hipoksi kosulu gibi NO’nun ilk olarak
uretimi, daha sonra kendisinin (NO'nun) daha fazla aktive olmasina sebep
olabilecektir. Bunun neticesinde ise daha fazla TRPV1 kanali aktive olup,
hticre icerisine daha fazla Ca*2 girisi olacaktir®-8°.

TRPV1 hiicrede bir termometre molektilii gibi calisir. Sabit voltaj altin-
da kanalda herhangi bir akim degisikligi yokken, sicaklik 43°C ve Ulizerine
cikarildiginda TRPV1 kaynakl, hiicre in-ward akimlarinda artis gézlemlen-
mektedir®®. Sicakliktaki bu artis, TRPV1 kanal akimlari tizerinden, sadece
dogrudan agrn hissini tiretmeye sebep degil, ayn1 zamanda pro-inflamatu-
ar noropeptidlerin efferent salimimi yolu ile norolojik iltihaplanmaya sebep
olmaktadir®92. Cilt tizerindeki serbest sinir hiticresi terminallerinde TRPV1
varhigi, nosiseptif sicakliklarin algilanmasini saglamaktadir®?. Cogu zaman
bu kanallarin diizenleyicileri, sicaklik kaynaklh ve sicaklik tabanh olmayan
agn ve iltihaplara karsi bir tepki olarak tiretilir®?. {ltihaplanma, iskemi ve agr
gibi anormal hticresel kosullar altinda da sicaklik artis1 olmaksizin TRPV1
kanallan aktive olabilmektedir”®2.

TRPVI'in C-terminal ucunun kanal gévde tarafina yakin olan ilk yar
bolgesi sicaklik degisimine hassas bolge olarak rapor edilmistir®®. Bununla
birlikte, daha sonra kanalin bu sicakliga duyarlihifini ortadan kaldiracak
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herhangi bir mutasyona rastlanmamistir®. Yapilan bazi calismalarda, en az
iki TRP kanalinin (TRPMS8, TRPV1) C-terminal uclarinda sicaklhigi algilayici
bolgelerin oldugu ifade edilmistir”93.

TRPV1 kanali agiz boslugu boyunca sinir hiticreleri ve tat reseptor
hiicrelerinde de tespit edilmistir. Bu kanali yapay tatlandiricilarin bile aktive
edebilecegi rapor edilmistir®. Yapay tatlandiricilar sadece TRPV1 kanalim ak-
tive etmemekte ayni zamanda hem heterolog ekspresyon sistemleri icinde hem
de ayrismis birinci duyu néronlarindaki bazi reseptoérleri de uyarmaktadir®.
Ayrica TRPV1 kanali metalik tat hissi uyandiran CuSO,, ZnSO,, and FeSO,
tuzlan tarafindan da aktive edilmektedir. Buna ek olarak hticre disi, Na*, Mg*?
ve Ca*? iyonlar kapsaisinle ve anandamin (AEA), NADA ve iki degerlikli kat-
yonlarin ytiksek konsantrasyonu (>10 mM) gibi diger ilgili uyarici maddeler
kanali daha da duyarh hale getirmektedir. Ayrica, proton-baglama boélgesi ola-
rak 6nceden tespit edilen iki glutamatin, EGO0 ve E648, bu yukarnda anlatilan
etkilerin gerceklestirilmesinden sorumlu olduguna inanmlmaktadir®.

Cok degerlikli katyonlar iltihaplanma ve agr1 sinyallerini arttiran mole-
ktller olarak bilinmektedirler?”. Bunlarin miktarlar enfeksiyon, travma ve
kanser hastaligr gibi durumlarda artmaktadir®®. Sperminin kemirgenlerinin
intratekal ydntemi, yalama, cizilme ve 1sirma gibi nosifensif davranislar ice-
rir®. Yapilan bir calismaya gore, katyonik poliaminlerin TRPV1 etkinligini
dtizenledigini gostermistir'®. Yani, bu spermin ve spermidin gibi poliamle-
rin hiicre dis1 uygulanmasi, hem heterolog ifade sisteminde hem de duysal
noronlarda, dogrudan TRPV1 kanalim aktive etmektedir?®-1°.

Zehirli canhlarin 1sirmalar1 ve sokmalarinin, viicutta ciddi derecede agri
ve iltihaplanmaya yol ac¢tig1 iyi bilinmektedir. Bu zehirlerin sebep oldugu agn
ve iltihaplarin hangi molektller vasitasiyla gerceklestigi yeterince bilinmesi-
ne ragmen, zehirler tarafindan meydana gelen agrinin olusma mekanizmasi
oldukca belirsiz kalmistir'®!. Yakin zamanda yapilan bir calismada, értimcek
ve akrep gibi tehlikeli canlilarin zehirlerinin TRPV1 kanallarn tizerinedeki et-
kilerine bakilmis ve kanal aktive ettigi gozlemlenmistir'®!. Aktivasyon etkile-
ri icin kismi sorumlusu ve vanillotoksinler olarak adlandirilan ti¢ sistein dui-
gum (ICK) peptidleri gozlemlenmistir'®!. Bu itibarla TRPV1’in vanillotoksinler
tarafindan aktive edilme mekanizmasinin aciklanmasina ihtiya¢c duyulmak-
tadir. Bunlarin aksine olarak, Agelenopsis aperta familyasindan gelen bir
Kuzey Amerika 6rtiimceginin zehri, TRPV1 kanalinn gtcli bir potansiyel in-
hibitérii olarak gortilmektedir!®2. Acylpolyamine toksinlerinden ikisi, AG489
ve AG505, hiticre dis1 uygulandiginda da TRPV1 kanalim inhibe etmektedir.
TM5-TM6 arasinda bulunan dért amino asit, bu kanallarin toksin ¢ekiciligini
enteresan bir sekilde azaltmaktadir!'©2,
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4.1.2.1 TRPV1 Kanali1 ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller daima tek elektron transferleri iceren biyolojik redoks
tepkimelerinin sik gortiinen urtinlerindendirler. Baz ilag turleri, cevre kirliligi-
ne yol acan maddeler, agir metaller, sicaklik, ultraviyole 1sinlar veya gortintr
1s1k ve diger iyonize olabilen radyasyon cesitleri gibi bircok dis faktorler bu ser-
best radikallerin biyolojik sistemlerde tiretilmesine sebep olmaktadirlar!3104,
Serbest radikallerin en énemlileri viicudun en fazla gereksinim duydugu O,
den meydana gelen reaktif oksijen ttirleri (ROT) olarak adlandirilan radikal-
lerdir. ROT ve diger oksidanlar ilk bakista fagositik hticreler tarafindan zararh
mikro organizmalari yok etmek i¢in kullanilsa da hticre icin de oldukca tehlike
arz etmektedir**. Kontrolstiz bir sekilde reaktif tiirlerin tiretimi, DNA molekuil-
lerini, lipitleri, proteinleri, karbonhidratlan veya huicresel hasar ve hastalik-
larda c¢ikan zincir reaksiyonlarimi iceren biyolojik molekiiler mekanizmanin
genis yelpazesinde, 6nemli 6lctide geri dontstiimlil veya dontistiimstiz hasara
sebep olmaktadirlar'®®. Bu olumsuz sistemi bertaraf etmek icin gelisen me-
kanizmalara ise antioksidan mekanizmalar denmektedir. Bunlarin bashcalarn
stiper oksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon (GSH), gulutatyon peroksidaz
(GSH-Px), alfa tokoferol gibi bircok molektillerden olusmaktadir. Omegin 0,
elektron kaybetmesi ile olusan stiper oksit radikaline SOD etki ederek H,O, ye
ve H,O, ile de Katalaz veya GSH-Px tepkimeye girerek tirtintin suya déntisme-
sini saglar ve béylece baslangicta hiicre icin tehlikeli olan stiper oksit radika-
li suya dénusturilerek zararsiz hale getirilmis olur. Oksidan ve antioksidan
maddeler viicutta bir denge icindedir ki buna oksidatif denge adi1 verilmistir.
Sayet bu denge oksidanlarin lehine dénecek olursa, yani antioksidanlar ye-
tersiz kalir veya uretilmezse oksidanlar ¢cok daha fazla hiicrede birikecek ve
huicre icin tehlike arz etmeye baslayacaktir ki, buna da oksidatif stres adi
verilmektedir!'%. Oksidatif stres olusum sebepleri bircok nedene baglanabilir.
Bu oksidatif stresin olusmasi neticesinde iyon kanallarinin 6zellikle acilma
mekanizmalan oksidatif stres kaynakl olan TRP kanallariin baz: alt aileleri
normal fizyolojik aktivitesinin 6tesinde cok daha fazla aktivite gostermesiyle,
hticre icine, basta Ca*? olmak tlizere bircok katyonun daha fazla hticre iceri-
sine girmesine sebebiyet verip, hticreyi apoptozise kadar géttirebilmektedir!?6.
Boyle bir durumda olan bir hiicreye antioksidan madde takviye edilmesi bu
tar iyon kanallan aktivitelerini diizenlemek yararh olabilecegi diistintilerek
yapilan bir takim ¢calismalar mevcuttur.

Yakin zamana kadar antioksidanlarin TRPV1 tizerine etkileri bilinmeme-
sine ragmen, hentiz yaymlanms, fare AKG hticreleri tizerine yapilan bir ca-
Iismaya gore; hticre ici GSH'u tiiketme 6zelligine sahip olan butiyonin stil-
foksimin (BSO) ile htcreler inktibe edildikten sonra, Patch-Clamp teknigi
altinda, kapsaisin ile hticre dis1 uyarim yapildiginda, kontrol grubuna gore,
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BSO’lu gruptaki hiicrelerin kanal aktivasyonu cok daha fazla oldugu goz-
lemlenmistir. Bu denemeden sonra ortama, ayr ayrt GSH ve N-asetil sistein
eklenilip, BSO ile inktibe edilmis AKG hticreleri tekrar kapsaisin ile aktif hale
getirilmeye calisilmasina ragmen, kanallar acilmamistir'®’. Bu calisma neti-
cesinde; TRPV1 kanallan oksidatif stresle daha fazla aktive olmakta, en gtic-
It antioksidan mekanizmalardan biri olan tiyol gruplarimin kanal akimlari
uzerine duizenleyici etkisi gortlmektedir. Diger antioksidan mekanizmalari-
nin, PMA ve diger oksidatif strese sebebiyet verecek ajanlarla aktive edilen
TRPV1 kanallan tizerine etkisinin arastirilmasi, bu kanal akimlarina bagh
hastaliklarin etiyolojisinin anlasilmasina katki saglayabilecektir.

4.1.2.2 TRPV1 Kanali ve Duyarsizlasma

Duyusal néronlarda, vanilloid tarafindan duyarsizlastirma ifadesi ilk
1949 yilinda Nicholas Jancso tarafindan tamimlanmistir'®81%. Aktive kaybi-
na sebebiyet veren bu duyarsizlastirma veya refrakter donem TRPV1 kanal
seviyelerinde de varhi1 gosterilmistir'!°. 1961 yilinda Jancso ve arkasdalari-
nin yetiskin ratlar tizerinde yaptiklar bir calismaya gére; daha énceden 3 ay
kimyasal yolla agr olusturulan hayvanlara 1-3 giin boyunca, 4 mg, 8mg ve
nihayet 15 mg (yaklasik 80 mg/kg) kapsaisinin uygulanmasi, agriya karsi
deneklerin duyarsiz hale gelmesi icin yeterli oldugu rapor edilmistir!!’.

TRPV1 kanallan i¢in iki tiir duyarsizlasma ifadesi tanimlanmaktadir.
Bunlar; Akut Duyarsizlasma: Bir agonistin kanala baglanmasiyla, o kanaln
hizli bir sekilde aktivite kaybr olmasi1 durumudur. Tasiflaksi: tekrarlanan
agonistlerin, her verilisinde bir éncekine gére kanalin daha da duyarsizlas-
ma hali olarak tanimlanmaktadir!!2.

TRPVI'in akut duyarsizlasma durumu bir agonist ile indiiklenen kon-
formasyonel degisikligi yansitir. Bu durum kanal gozeneginin kapanmasi
ile sonuc¢lanir. Bu stireg, hticre ici kalsiyum varhifima baghdir ve bu durum
hucre ici kalsiyum kiskaclariyla inhibe edilebilir®. Baz1 arastirmalar gos-
termektedir ki; kalsiyum ve kalmodulin (CaM) TRPV1 icin bir Ca*? sensoru
gibi davranarak, kendisi ile kanal arasi etkilesime sebep olmaktadir. Bu da
akut duyarsizlasmay1 dogurur. Boylece hticre ici Ca*? konsantrasyonlarinin
artislarina tepki olarak kanal aktivitesi yavaslar!!®. Kapsaisin TRPV1’e bag-
landiginda kanal acilir ve hticre icine Ca*? akar. Ca** akisindan sonra CaM
kanaln ilgili bolgesine baglanmasi, Utiniter iletkenlik ve kanal sayis1 degis-
meksizin, kapali duruma dogru kutuplanma yaparak veya yeni bir kapali
durumu uyararak duyarsizlastirmaya sebep olur”®113.

Tasiflaksi, ¢ok sayida yalitkan ara durumlar tizerinden dinlenme ve aktif-
lik halleri arasinda TRPV1’'in degismesini icerir'!+!!5. Bu nedenle; tasiflaksi,
ATP ve PIP, gibi kalsiyum ve diger pek cok faktorlerin etkisiyle, kanallarin
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agonistler tarafindan tekrar tekrar aktive edilme ¢abalariyla, TRPV1’in din-
lenme halinden ara durumlara kadar ttim hallerinin geri kazanimi olarak
degerlendirilmektedir’!®.

4.1.2.3 TRPV1 Kanali ve Fosforilasyon

Fosforilasyon, defosforilasyon ve refosforilasyon stirecleri TRPV1 kanal
fonksiyonlar icin oldukca énemlidir. Ornek olarak, TRPV1 duyarsizligini or-
tadan kaldiran fosfataz ve T hiicrelerinin bliytimesini ve farklilasmasini uya-
ran protein fosfotaz, kalsinérin, Ser 502 ve Thr 704 fosforilasyonu tizerinden
TRPV1 aktivitelerini diizenliyen kalmodulin bagiml kinaz II'nin (CamKII) ey-
lemleri tizerine 6nemli etkilere sahiptirs!-17,

Nosiseptif néronlarda, ATP, sinir hticreleri btiytime faktorti (NGF), bradiki-
nin, kemokinler gibi proinflamatuar ajanlar tarafindan PLC’'nin aktivasyonu,
TRPV1'i 1s1, asit ve kapsaisine daha da duyarh hale gelmesine sebep olmakta-
dir'3118120. By olgu, doku hasarn ve iltthaplanmasi sonrasmda, kanaln agrih
uyaranlara karsi olan duyarhligin artmasimin sebebini bizlere aciklamaktadir™.

TRPV1 kanal faaliyeti aym1 zamanda, PLC gibi fosfolipazlar tizerinden PIP,
ve dilizenleyici lipitler tarafindan modiile edilebilmektedir. Duyarsizlasma ilgili
TRPV1 akimlarinin diizenlenmesi icin PIP, sentezleri gereklidir'?!, '*2. Yine de,
PIP, nin TRPV1 akimlarim arttirip arttrmadigi konusunda hala bazi tartis-
malar mevcuttur’®. Diger yandan, PtdIns(4) P (PIP)’dan uretilen PtdIns(4,5)
P, nin ve diger fosfo inositollerin TRPV1’i aktive ettigi bulundu. Ayrnca, PIP,
tarafindan, kanal tizerinde bulunan R701 ve K701 amino asitlerinin pozitif
yuklenmesi neticesinde TRPV1'in dogrudan aktive oldugu bulunmustur!2-123,

Yapilan baska bir ¢calisma neticesi ise, PIP, ile ilgili karmasaya aciklik getirir
vaziyettedir. HEK293 hticrelerinde yapilan bir calismaya goére, TRPV1 kanal-
lan yuksek kapsaisine maruz birakilmasi, hticre icine Ca*? akisini arttirmis
ve bunu takiben PLC'yi aktive etmistir. Bu durum PtdIns(4,5)P2 ve PtdIns(4)P
lerin tiitkenmesine ve dolayisiyla kanal aktivitesinin azalmasina sebebiyet ver-
mistir. Bu olaylar goz éntinde bulunduruldugunda kanalin duyarsizlasmaya
dogru ilerledigi bulunmustur'?®. PLC’nin inhibisyonu kanalin duyarsizlasmasi
ile sonuclanmustir. PtdIns(4,5)P, nin prektirsoérii PtdIns(4)P, kanallar aktive
etmekte ve duyarsizlasmayr durdurmaktadir. Buna ek olarak, sadece duistik
kapsaisin konsantrasyonlarinda, bu PtdIns(4,5)P2'nin kanal tizerine inhibe
edici 0zelligi bulunmustur. Bu inhibitér etkinin sadece saglam htcreler ve
eksize yama yontemi haricinde saptanabildiginden, bu etkinin dolayh olaca-
81 6n gorulmustir. Uyarnlmis PLC-bilesik agonistleri kanal aktivitesini azalt-
mak ic¢in yeterince diistik lipit diizeylerinin tiretilmesi haricinde, PtdIns(4,5)
P, nin iimh azalmasim (bunu inhibe edici etkisinin azalmasimi uyardig icin)
PtdIns(4,5)P, nin inhibitér veya aktivator etkileri arasindaki dengeyi kanalin
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uyarim seviyesi belirlemektedir seklinde aciklanmistir. Bu durumun aksine
yiksek konsantrasyonlu kapsaisinle kanallarin uyarimi, keskin ve sert bir se-
kilde PtdIns(4,5)P, tiiketimine yol acarak kanalin agilmasim simirlamaya gotii-
rur ve kanal duyarsizlasmaya baslar. Bu durum karmasik lipitler tarafindan
TRPV1 akimlarimn diizenlendigini gosterir!2s.

Bu baglamda, bu calisma gostermistir ki; fosfo inositid 3-kinaz TRPV1
dogrudan iliski i¢indedir ve bu plazma-membranda TRPV1 trafigini kolay-
lastirmaktadir. Bu trafigin NGF ve hiperaljeziye neden olabilecek olan diger
aljezik ajanlardan sorumlu oldugu goézlemlenmistir!20:121.124,

Ayrica diger zar lipitleri de TRPV1'i diizenler. Endojen kanabinoid anan-
daminin dogal bir tiirevi olan oleylethanolamide (OEA), anadamin kendisi ve
bazi lipoksijenaz tirtinlerinin hepsi TRPV1 kanallarimi modtile ederler!26-128,

Son zamanlarda; analjezik o6zellikleri sergileyen omega-3 yag asitinin
TRPV1 ile dogrudan etkilesim icinde oldugu rapor edilmistir'?®. Bu yag asit-
leri, bir fosforilasyon-bagimh bir sekilde ve hiicre dis1 protonlara verdigi ya-
nitlan arttirarak TRPV1'i etkinlestirir'?*. Fakat bunun ilging tarafi; bu lipitler
vanilloid agonistlerinin yanitlarini inhibe ederler. N-3 yag asitleri tarafindan
TRPV1aktivitelerinin diizenlenmesi agrili durumlar icin bir terapinin gelisti-
rilmesi i¢in bir avantaj olabilir!?°.

Histamin, bradikinin, serotonin ve prostaglandin gibi diger inflamatuar ajan-
lar hiicre ici yolaklar vasitasiyla TRPV1'i aktiflestirir'®, '8, Kendisine eslik eden
nosiseptor aktivasyonlarmda TRPV1 kanal aktivasyonlan ile sonuglanir!30-131-138,

Htucre i¢i sinyal cesitlerinden, inflamatuar mediatérlerin etkisi TRPV1
uzerinden ortaya cikar. TRPV1’in 1siya tepkisini diizenleme kabiliyetine sa-
hip tirozin kinazlar ve G-proteine bagh reseptoérler kanalin normal viicut s1-
cakliginda bile acilmasina olanak saglarlar!'®!3213, Ornegin, bradikinin ak-
siyonu araciligtyla 12-HPETE olusumu TRPV1’in aktivasyonu ile sonuclanir.
PKC veya PKA ile kanal fosforilasyon tizerinden TRPV1 kanalina bagimlh bazi
inflamatuar ajanlarin etkileri mevcuttur!3!-132.140-143,

PGE, gibi prostaglandinler cAMP dtizeylerini arttirir ve bu nedenle PKA
aktive olmasi1 sonucu kanali dogrudan fosforile eder'*1. Kanal PKA tarafin-
dan fosforile edildiginde, Thr'#4, Thr 370 ve Ser 502 bolgeleri sicaklikla uya-
rilmis TRPV1 cevaplarimin duyarhihigindan sorumlu tutulurken, yine PKA
tarafindan fosforile edilen ve kanalin N-terminal ucuna yerlesmis olan Ser
116 ve Thr 370 bolgeleri TRPV1’in duyarsizlasmasindan sorumlu tutulmak-
tadir’#!-1%5, Termal hiperaljezinin gelismesinde bu ikinci etki PKA i¢in bir rol
teskil etmektedir'#. Ilgingtir ki, bu etki periferal opioid reseptorler tizerinden
morfin hareketi tarafindan bastirilir (Sekil 3)45,
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PKC ve bunu mititeakip fosforilasyonlar, kapsaisine, asite ve termal etkile-
re TRPV1 kanalinin cevaplarim giiclendirir'!. Bu fosforilasyon Ser 502 ve Ser
800 kanal parcalan tarafindan gerceklestirilir ki, bu bélgeler su 6zelliklere
sahiptir: 1) endovanilloid / endokannabinoid NADA-ytklii TRPV1 aktivasyo-
nunda potansiyel rol almasi 66, 2) Ca*? ve OEA yuklu TRPV1 aktivasyonu-
nun varliginda, duyarsizlastirilmasi sonrasi 3) kanalin re-fosforilasyonundan
sorumlu olmasidir'?”146, Ayrica, SNARE bagimlh egzositoz yoluyla, PKCnin
plazma-membran kanal trafigine de en azindan kismen dahil oldugu rapor
edilmistir (12). TRPV1 kanalinin N-terminal bélgesi, PKC-bagimli TRPV1 ak-
tivasyonunun giictinti inhibe eden vezikiler proteinlerin ek bilesenleri ve
synaptotagmin IX ile etkilesimini mtimkitin kilar, (Sekil 4)!2.

@ Agonist
Ca* l Ca*?

Reseptor
TRPV1

et |
48849198

Sekil 4
Hiticre zarmmda bulunan reseptore bir hormonun baglanmasiyla olusan ikincil haberci sistemin
devreye girmesiyle olusan bir dizi hticresel yanit1 gosteren sekil. Hedef hticreye gelen hormon
veya norotransmitter madde kendine uygun reseptérlere baglanir, GTP, GDP’ye déntiserek,
G proteininin aktivasyonuna sebebiyet verir. G proteinin ise PLC'yi aktif hale getirir. Aktif
hale gelmis PLC, iki olaya sebep olur, 1. PIP, den, IP, meydana gelir, IP, endoplazmadaki Ca*
iyonlarim sitozole serbestleyerek SOC kapilarimin agilmasi saglayip, hticre igerisine Ca**un
dolmasim saglar. 2. PIP,, DAG'm aktive olmasim saglayarak, PKC'yi aktive eder. Bu da ATP'den
bir fosfat koparip, TRPV1'i fosforile veya refosforile ederek kanalin agilmasin ve bu kanal yoluyla
yine sitozole Ca*? un girisine sebep olur. Her iki durumda, bircok hticresel yanitin olusmasina
sebebiyet verir (ADP: adenozin difosfat, ATP: adenozin trifosfat, DAG: diacilgliserol, ER:
endoplazmik retikulum, GDP: guanozin difosfat, GTP: guanozin trifosfat, IP3: inositol-1,4,5-
trifosfat, P: fosfor, PIP,: fosfotidil inositol-4-5-bifosfat, PLC: fosfolipaz C, PKC: protein kinaz C,
SOC: depoya duyarl Ca*? kanah, TRPV1: transient receptor potential vanilloid 1).



60 HACETTEPE UNIVERSITY JOURNAL OF THE FACULTY OF PHARMACY

Forbol ester gibi baz1 molekiiller de TRPV1 kanalinin aktivasyonunda rol
almaktadirlar. Ornegin, bir PKC-aktivasyonlu bir forbol tiirti olan ve TRPV1
kanallarina RTX'in baglanmasim engelleyen PMA, kanalin C-terminal bél-
gesindeki Tyr 704 alam ile etkilesime girerek kanalin aktive olmasim sagla-
maktadir, (Sekil 3,4,5)!314,

Son zamanlarda, néronlar tizerinde yapilan bazi calismalara gore; TRPV1,
kanallar N- ve C- terminal bélgeleri tizerinden, biiytime konisi haraketlerini
diizenleyen ve sitoskeleton dinamiklerini hareketlendiren ttibtilin — sitoske-
leton ile karsilikh etkilesim icinde oldugu gosterilmistir!4”-!48, Bu durum htic-
re zariyla iliski icinde oldugu miiddetce, proteinin C terminal kism tibilini
dengeleyebilir. Ve bu durum, kanalin geri kalaninda bagimsiz bir sekilde
filopedya olusumuna neden olabilmektedir!4®-152,

ca+2

Kapsaisin

PMA

Ca+2

Re-fosforilasyon

f

Aktivaston,
translokasyon

Hiicre disi

Sekil 5
Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)nin, protein kinaz C (PKC)'yi aktive ederek transient
receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) katyon kanalin uyardigim gosteren sekil (146 numaral
kaynaktan Turkcelestirilmistir).

Noronal hticrelerde, hiicre disindan verilen PMA kimyasali, ikincil haberci
olan PKC'yi aktive etmektedir. Aktive olan PKC ise TRPV1 kanallarimin acil-
masina yardimeci olarak hticre icerisine Ca*? akisina sebep olmaktadir (Sekil
5). Bu acilma mekanizmasi sayet devamh olacak olursa, hiicrenin patolojik
slirece girmesine sebep olacaktir. Bu durumun bertaraf edilebilmesi i¢in ya-
pilan calismalar, Ca*? girisinin inhibe edilmek istenen norolojik hastaliklarin
etiyolojisine katki saglayabilecektir.



PROTEIN KINAZ C AKTIVATORU PMANIN TRPV1 KANALLARI UZERINDEKI ETKILERI 61

Sonuc

TRPV1 kanal bircok kimyasalla aktive ve inhibe olduklan daha o6nce-
ki boltimlerde ifade edilmisti. Bu aktivasyon mekanizmalar icerisinde en
onemlileriden biri olarak gortilen ikincil haberci sistemleri icerisinde yer alan
PKC aktivasyon mekanizmasidir. Ayrica, forbol esterlerlerin en meshuru ve
TPA olarak da bilinen PMA maddesi hticre disindan uygulandiginda PKC’yi
dogrudan aktive etmektedir. PKC de TRPV1 kanallarimi aktive ederek, hiicre
ici Ca*? konsantrasyonunu arttirmaktadir. Hiicre ici artan Ca* miktarn aym
zamanda PKC'’yi daha fazla aktive etmekte ve bu sistem bir déongi gibi de-
vam etmektedir. Bilindigi tizere, artan Ca*? miktan hticre ici oksidatif strese
sebep olmaktadir. Eger bu artan oksidatif stres, antioksidanlar tarafindan
bertaraf edilmese, hiicrenin apopitozise kadar gidebilecegi 6n gortilebilir.

Sinir hiicrelerinde, PMA araciliiyla PKC aktivasyonu neticesinde TRPV1’in
acilip hticre icerisine Ca* konsantrasyonunun normal kosullarin tizerine
cikmasi1 nérolojik hastaliklar basta olmak tizere bircok hastalhigin tetik¢isi
olabilecegi diistintilmektedir. Bu hastaliklarin tedavisinde, PMA aracili PKC
aktivasyonu yoluyla TRPV1 kanallan tizerinden Ca*? akisinin durdurulmak
istenmesi gayet tabiidir. Bu konuyla ilgili simirh sayida ¢alisma bulunma-
sindan dolayi, antioksidan maddelerin bu mekanizma tizerinden aktive olan
TRPV1 kanal inhibisyonuna etkisinin arastirilmas, hticre ici Ca*? miktarimin
azaltilmasi veya kontrol altinda tutulmasi gerekli oldugu diistintilen hasta-
Iiklarin etiyolojisine 6nemli 6lctide katki saglayabilecektir.

Tesellctir

Yazar, bu makalenin Ingilizce 6zetini kontrol edip, hatalarim bildirdiginden
dolay1, Bingdl Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Ingiliz Dili ve Edebiyati
Bélimt 6gretim elemam Saym Onder Cakirtas Bey'e tesekkiirlerini sunar.

Ozet

TRP alt ailesinin bir tiyesi olarak bilinen TRPV1 kanallar1 non-selektif
katyon kanallanidir. Bu kanallarin en fazla bulundugu dokular; arka koék
gangliyon noéronlari, vagal néronlar ve trigeminal gangliyon néronlardir.
TRPV1 sicaklik degisimi, diistik pH, kirmiz1 ac1 biberden elde edilen kapsa-
isin maddesi ile aktive olmaktadir. Bu kanalin sicaklikla aktive olmasi htic-
rede adeta termometre vazifesini goren kanal olarakta diistintilmesine sebep
olmaktadir. Kapsaisin reseptorii olarak da bilinen TRPV1'in 6zel kapaticisi
ise kapsazepin maddesidir.
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Viicud aktivitelerinin devamim saglayan en énemli unsurlardan biri; bi-
rincil haberci (hormonlar ve noérotransmitter maddeler) ve ikincil haberci sis-
temleridir. I¢ salg1 bezlerinden salinan hormonlar hedef hiicreye ulastiginda
kendine 6zgu reseptorlere baglanir ve ikincil haberci sistemini aktif hale geti-
rir. Bu ikincil haberci sistemlerinin en énemlilerinden biri, PLC aktivasyonu
yoluyla PKC aktivasyonudur. Ayrica, PKC hiticre ici Ca** miktar arttikca da
aktive olmaktadir. Ayn1 zamanda, forbol esterler icinde en iyi bilinen PMA
maddesi de dogrudan PKC'yi aktif hale getirmektedir. PKC ise TRPV1 ka-
nallarinin baz 6zel bolgelerine baglanarak kanal aktif hale getirir. Hticre ici
Ca*? miktan arttikca oksidatif stresin de artacag iyi bilinmektedir. TRPV1’in
aktive olmasiyla daha fazla hticre i¢i Ca*? miktan artacak, artan Ca*? miktar
ile de daha fazla PKC aktivasyonu olacaktir. Pozitif geribildirim mekanizmasi
gibi bu stire¢ devam ederken, hticre ici oksidatif stres asir1 derecede fazlala-
sacaktir. Eger antioksidan sistem devreye girmez veya yetersiz kalirsa hiicre
apopitozise kadar devam edebilecektir.

Sinir hiicrelerinde, PKC aktivasyonu ile TRPV1’in acilip hiicre icerisinde-
ki Ca*? konsantrasyonunun fizyolojik kosullarin 6tesine gecmesi, fazla Ca*?
miktarina bagh bircok hastaligin tetikcisi olabilecegi diistiiniilmektedir. Bu
hastaliklarin tedavisinde PKC yoluyla TRPV1 kanallan tizerinden Ca*? aki-
sinin durdurulmak istenmesi gayet tabiidir. Bu konuyla ilgili sinirh sayida
calisma bulunmasindan dolayl, antioksidan maddelerin bu mekanizma tize-
rinden aktive olan TRPV1 kanal inhibisyonuna etkisinin arastirilmasi, noéro-
lojik hastaliklarin tedavisinin etiyolojisine btiytik katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: TRPV1 Kanal Agonist ve Antagonistleri, Protein Kinaz
C, Ikinci Haberciler, Oksidatif Stres, Sinir Huicreleri

Abstract
Effects of Protein Kinase C Activator PMA on TRPV1 Channels

TRPV1 channel, which is one of TRP super families, is a non- selective
cation channel. An important part of the TRPV1 channel is located in dor-
sal root ganglion, vagal and trigeminal neurons. TRPV1 is activated by high
temperatures, low pH and capsaicin isolated from red hot chili peppers. The
activation of this channel is via temperature hence it functions in the neu-
rons like a thermometer. Also, the chemical capsazepine is a specific blocker
of TRPV1.

One of the most important events for the activities in the body is primary
and secondary (hormones and neurotransmitters) messenger systems. Hor-
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mones are released by endocrine glands and they bind a specific receptor.
When the hormone binds to its receptor, it leads to the release of the second-
ary messenger. One of the most important secondary messengers is PKC via
activation of PLC. When Ca?* ions levels are elevated in the cell, it causes the
increase of the PKC levels, as well. Also, PMA agent is a phorbol ester, direct-
ly activates PKC, which in turn induces TRPV1 channels. It is well known
that an increase in the amount of intracellular Ca?* leads to an increase in
oxidative stress. The activation of TRPV1 increases further the amount of
intracellular Ca?* and an increase by means of the amount of Ca?* causes
more activation of PKC. While this process continues as a positive feedback
mechanism, the oxidative stress will continue to increase. If the antioxidant
system is not activated or is insufficient, the cell will be directed to apoptosis.

Ca?* concentration as a result of the opening of TRPV1 via PKC activation
and going beyond physiological conditions in the nerve cells can lead to a lot
of diseases. In treatment of these diseases, stopping the flowing of Ca?* via
TRPV1 and activation of PKC request is self-evident. Due to the presence of a
limited number of studies on this topic, investigation of the effects of antiox-
idant substances inhibition of TRPV1 channel activated by this mechanism
will contribute to the etiology of neurological disorders’ treatment.

Key Words: TRPV1 Channel Agonists and Antagonists, Protein Kinase C,
Secondary Messengers, Oxidative Stress, Nerve Cells

Simgeler ve Kisaltmalar Dizini

12- HPETE : 12-hydroperoxy-eicosatetraenoic acid

AEA : Anandamin veya N-arachidonoylethanolamine
AKG : Arka kok gangliyon

AMP : Adenozin monofosfat

ATP : Adenozin trifosfat

BSO : Butiyonin stilfoksimin

CaM : Kalmodulin

CamKII : Kalmodulin bagimh kinaz II

cAMP : Siklik AMP veya 3’, 5’-adenozin monofosfat
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DAG
ER
GDP
GSH
GTP
H,0,
P
NADA
NGF
NO
NOS
OEA
PIP
PKA
PKC
PLC
PMA
PMCA
ROT
RTX
SERCA
soc
SOD
TG
TPA
TRP
TRPV
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: Diacilgliserol

: Endoplazmik retikulum

: Guanizin difosfat

: Glutatyon

: Guanizin trifosfat

: Hidrojen peroksit

: Inositol-1,4,5- trifosfat

: N -arachidonoyl dopamine

: Sinir hticreleri bluiytime faktora

: Nitrik oksit

: Nitrik oksit sentetaz

: Oleylethanolamide

: Fosfotidil inositol-4-5-bifosfat

: Protein kinaz A veya cAMP bagiml kinaz
: Protein kinaz C

: Fosfolipaz C

: Phorbol-12-myristate-13-acetate

: Plazma membran Ca*? ATPase

: Reaktif oksijen turleri

: Resiniferatoksin

: Sarkoplazmik retikulum Ca*?> ATPase

: Store-operated Ca*? Channel, depoya duyarli Ca** kanal
: Stiper Oksit Dismutaz

: Trigeminal gangliyon

: 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate

: Transient Receptor Potential, Gegici Reseptor Potansiyeli

: TRP vanilloid
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