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OZET

Diinya Saghk Orgiitii verilerine gore 2002 yilinda yaklasik 177 milyon olan ve
2025 il itibari ile diinyada yaklasik 300 milyon insan1 etkilemesi beklenen diyabet
hastalarinin yaklasik yarisinda, uzun siirede (kan sekerinin diizenlenme diizeyine de
bagl olarak) ndropati gelismektedir. Agrili diyabetik néropati gelismis iilkelerdeki
en sik noropati nedenidir.

Diyabetik noropatinin sebepleri tam olarak anlasilmis degildir ve etkin ideal bir
tedavisi halen yoktur. Bu tez ¢aligmasinda ndropatik agri1 patofizyolojisinde P2Y 12
reseptor alt tipinin olas1 rolii ile bu reseptoriin selektif antagonisti olan klopidogrel ve
MRS 2395’in agrili diyabetik ndropatide olas1 tedavi edici rolleri incelendi.

Dorsal kok gangliyonlar1 (DKG) 1-2 giinlik yeni dogan sicanlarin
dekapitasyonundan sonra enzimatik ve mekanik islemlerle tek hiicrelere ayristirild.
Fliioresan kalsiyum goriintiileme caligmalar1 yapilarak klopidogrel ve MRS 2395’in
hiicre i¢i serbest kalsiyum seviyelerine etkisi incelendi. Her iki ajan da doz bagimli
olarak hiicre i¢i serbest kalsiyum miktarinda belirgin artis meydana getirdi.

In vivo deneylerde hot plate analjezimetre kullanilarak nosiseptif davranis
latansindan agr1 esigi belirlendi. Klopidogrel ve MRS 2395 (1, 10 ve 30 mg/kg)
diyabetik noropati olusturulan farelerde doz bagimli olarak agri esigini Onemli
Olctide artirda.

Sonug olarak; antitrombotik ila¢ olarak yaygin kullanima sahip klopidogrel ile
yeni kesfedilen MRS 2395’1n in vitro deneylerde hiicre i¢i kalsiyum oranlarinda artis
olusturdugu ve in vivo deneylerde de agr1 esigini ylkselttigi goriilmektedir. Bu
bulgular klopidogrel ve MRS 2395’in  noropatik agri1 tedavisinde terapdtik
potansiyele sahip olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Klopidogrel, MRS 2395, kalsiyum, agr1



ABSTRACT

EXPERIMENTAL INVESTIGATION OF THE ROLE OF P2Y12
RECEPTORS IN NOCICEPTIVE PROCESSES

According to data from the World Health Organization in 2002, has
approximately 177 million diabetics and in 2025 this number is expected to reach
300 million. Diabetic patients, depending on the level of the regulation of blood
sugar, about half are in the neuropathy. Painful diabetic neuropathy in developed
countries is the most common cause neuropathy.

Diabetic neuropathy has not been fully understood causes and there is no ideal
treatment is still effective. In this thesis, pathophysiology of neuropathic pain
possible role of the P2Y12 receptor subtype and selective antagonist of these
receptors as potential therapeutic role of clopidogrel and MRS 2395 painful diabetic
neuropathy were examined.

Dorsal root ganglia (DRG) were removed from 1-2 day old neonatal rats after
decapitation and DRG neurones were isolated by enzymatic and mechanical
procedures. Fluorescent calcium imaging studies can be made to the effect of
clopidogrel and MRS 2395 intracellular free calcium levels were investigated. Both
agents dose-dependent as also in the amount of intracellular free calcium led to
significantly increased.

In in vivo experiments, hot plate analgesimeter was used to determine pain
threshold from latency of the nociceptive behavior. clopidogrel and MRS 2395 (1, 10
ve 30 mg/kg) significantly increased the pain threshold when diabetic neuropathy
was induced.

In conclusion; the widespread use of antithrombotic drug clopidogrel and newly
discovered MRS 2395 created an increase in intracellular calcium ratio and increased
pain threshold. This finding indicates that, in the treatment of neuropathic pain seems
to have potential therapeutic clopidogrel and MRS 2395.

Key words: Clopidogrel, MRS 2395, calcium, pain
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1. GIRIS

1.1. Sinirlerde Istirahat Membran Potansiyeli

Biitiin canli hiicrelerde membranin iki tarafi arasinda bir elektiriksel potansiyel
bulunur. Istirahat membran potansiyeli (IMP) denilen bu potansiyel kas veya sinir
hiicresi tipine gdre 60-100 milivolt (mV) arasinda degisir. IMP nin sebebi hiicre ici
swi1 ile hiicre dis1 sivi arasinda iyonlarin farkli konsantrasyonlarda dagilisidir (1).
Kalm sinir liflerinin membran potansiyeli, sinir sinyallerinin iletilmedigi istirahat
durumlarinda yaklasik -90 mV’dir. Normal membran dinlenim potansiyelinin sabit
degeri Na' difiizyon potansiyeli, K difiizyon potansiyeli ve Na'-K' pompasi
tarafindan saglanir. Membranin iki tarafi arasindaki potansiyel farki, bir iyonun
membrandan bir yonde net diflizyonunu Onleyecek diizeyde ise, bu potansiyele o
iyon icin “Nerst Potansiyeli” denir. Bu potansiyelin biiyiikliigii, membranm iki
tarafindaki iyonlarm konsantrasyonu ile tayin edilir. Hiicre icindeki K’ hiicre
disindan 35 kat daha fazladir. Nerst potansiyeli bu orana uygun olarak K iyonu icin
yaklasik -94 mV’dir. Membranim igi ile dis1 arasindaki Na" iyonlarmnm orani 0,1djr.
Na' i¢in Nerst potansiyeli +61 mV olarak hesaplanir. Normal bir sinir lifinde
membranin potasyum iyonuna gecirgenligi sodyum iyonuna goére 100 kat daha
fazladir. Bu yiizden bu iki iyon dikkate alindiginda membran potansiyeli K"
potansiyeline yakin bir deger olan -86 mV olarak bulunur. Elektrojenik Na'-K*
pompasi iki tane K y1 hiicre igine ii¢ tane Na"y1 hiicre disina pompalar. Na'-K*
pompasi hiicre i¢inden disina dogru siirekli bir pozitif yiikiin kaybina neden olur ve
membran potansiyeline -4 mV’lik bir katki saglar. Bu {i¢ faktoriin ortak etkisi ile net

membran dinlenim potansiyeli -90 mV olur (2).

1.2. Membran Uyanlabilirligi ve Aksiyon Potansiyeli

Sinir impulslar1 veya AP sinir veya kas hiicreleri gibi uyarilabilir hiicrelerde
membran potansiyelinde meydana gelen hizli, kisa siireli ve gecici bir degisikliktir.
AP akson veya kas lifi boyunca yayilabilme 6zelligi ile sinir sisteminde iletisimi
saglayan bilgilerin taginmasi gorevini goriir. AP gelistiginde membran voltaji
dinlenim degeri olan -70’den +30’a 1 msn’den daha kisa siire i¢inde ¢ikar ve daha
sonra birka¢ msn i¢inde tekrar dinlenim degerlerine geri doner. Zarin bir bolgesinde

1 msn kadar siiren bu potansiyel degisikliginden sonra, zar bu bolgede dinlenim
1



durumuna donerken, potansiyel degisikligi zar boyunca yayilmasina devam eder. Lif
boyunca iletilen informasyonun temel birimi olan bu potansiyel degisikligine AP
denir (3, 4).

Farkli uyarilabilir hiicrelerde mikroelektrot teknigi ile yapilan godzlemler,
dinlenim zar potansiyelinin hiicreden hiicreye -60 mV ile -95 mV arasinda, AP tepe
degerinin +20 mV ile +50 mV arasinda, aksiyon potansiyel siiresinin ise 0,5 msn ile
0,5 sn arasinda degistigini gostermektedir. Farkli hiicreler i¢in gézlenen bu cesitlilige
karsilik, yalitilmis tek hiicrelerde yapilan deneyler, AP biiyiikliigliniin ve zamanla
degisim bi¢iminin uyaranin cinsine ve biiylikliigiine bagli olmadigini géstermektedir.
Bir sinir uyartisy, soniimlenmeden ve bigim bozulmasma ugramadan bir akson
boyunca sabit hizla iletilmektedir. Bu 6zellikleri anlatmak i¢in sinir lifinin hep ya da
hi¢ davranisina uydugu soylenir. Yani bir sinir lifi ya iletim durumundadir ya da
degildir. Iletimde ise AP bu lif icin karakteristik, ayn1 desende ortaya cikar (4).

VKSK’nin aktivasyonu ile baslatilan bir AP esnasinda VKKK acilarak bu
AP’nin siiresini 6nemli 6l¢iide uzatabilir. Kardiyak hiicrelerde ¢ok belirgin olan bu
durum noronlarda da meydana gelmektedir. Baz1 duyusal néronlarda AP siiresindeki
uzama TTX direngli Na” kanalmin aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir (5).

Diger noronlarda Ca™ kanallarmm bloklanmasi AP siiresini uzatir. Bunun
yiiksek iletkenlikli Ca™ bagimli K kanallarmm aktivasyonu sonucu olustugu

sanilmaktadir (6).

1.3. Membran Iyon Kanallan ve Iyon Segiciligi
Hiicre zarindaki iyon kanallarinin kesikli olarak c¢alisan, iyon segici molekiiler
gozenekler oldugu bilinmektedir. Kanalin yapisin1i meydana getiren integral
proteinler, i¢ ¢eperleri polar grup ve yiiklii gruplarca sivanmis, i¢i su dolu bir
gozenek olusturmaktadir. Bir iyon kanalmin belli bir iyona karsi segiciliginde
membranin her iki tarafindaki iyonlarin elektrostatik olarak birbirini itmeleri teorisi
kabul gérmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar kanallarinin iyon seciciligine
iliskin cesitli teoriler ortaya koymustur. Bu calismalara gére Na“, K ve Ca™
kanallarinin delik ylizeyinde yiiksek affiniteli baglanma bolgesinin oldugu ve bunu
yandan kusatan 2 adet diisiik affiniteli baglanma bolgesinin daha yer aldig1 ve iyonun

kanaldan gec¢isi esnasinda biiyiik bir sicrama hareketi yerine iki adet nispeten yavas

2



hareket gosterdigi teorisi agirlik kazanmistir. Bu teori iyon baglanma bdlgesine
baglanmada yaris esasma gore segicilik gosterdigini vurgular. ilk basta Ca™ kanallari
icin gelistirilen bu teori, Na" ve K kanallar1 icin de gecerlidir. Na" kanallariyla ilgili
bir diger teori ise; katyonlarin kanali ge¢mesinde kanal i¢indeki iyonlagmis bir
karboksil grubu yardimci olmaktadir. Bu grup asidik ortamda bir proton baglayarak
negatif yiikiinii kaybedince kanal bloke olmaktadir. Kanalin en darlastigi yerde
bulunan bu karboksil grubu ile hidrojen bagi yapabilen hidroksil veya amino
guruplarmi iceren pozitif yiiklii birgok iyon da Na' kanalindan gecebilmektedir.
Hidrojen bag1 yapamayan, metil grubu igeren pozitif yiiklii iyonlar ise Na’ kanalm1
gecememektedir (4, 7).

Kapili kanallar1 olusturan makromolekiillerin acik ve kapali gibi iki farkh
konformasyonu vardir. Kapmin agilip kapanmasi i¢in gerekli konformasyon
degisiklikleri, yiiklii veya dipolar yapidaki bir voltaj sensoriine etkiyen elektiriksel
kuvvetlerle veya ndrotransmitter molekiillerin baglanmasindan dogan kimyasal
kuvvetlerle yonetilir (4).

Bir kanal goreceli olarak zayif olsa bile bir¢ok farkl tiirden iyona gegirgendir.
Iyon kanallarinin farkli iyonlara kars1 gegirgenlikleri arasinda farkliliklar vardir.
Ornegin; Na' kanallar1 H’e kars1 yiiksek oranda gecirgen iken Ca™ kanallar1 H' ile
bloklanmaktadir. Na" kanallarmin bazi iyonlara kars1 gecirgenligi sirasiyla H > Li™>
Na™ OH-NH;> TI™> H,N-NH;> NH,> Ca™> K> Rb™> Cs" seklinde iken, K
kanalmin iyon gecirgenligi TI™> K> Rb™> NH4> Cs™> Na+> Li> H,N-NH;
seklindedir (7).

Ca™ kanallari, Ca™dan baska Ba™ ve Sr>a oldukca gecirgendir. Bu
gecirgenlik hem voltaj kenetleme deneyleri ile hem de bu iki iyonun varliginda
aktive edilen AP ile gosterilmistir (8). Cl kanallarinin anyonlara kars1 gecirgenliginin
SCN™> I>NO3> Br> CI>F" seklinde oldugu tespit edilmistir (9).

Bunlarin  disginda iyon kanallar1 i¢in iyonun hiicre i¢i ve hiicre dis1
konsantrasyonu da onemli bir faktordiir. Nernst denklemine gore belli potansiyelden

sonra iyon zitlanarak hiicre i¢ine girmeye veya hiicre digina ¢ikmaya baslar.



1.4. iyon Kanallarinin Kap1 Ozellikleri

Hiicreler dinlenim halindeyken voltaj kapili kanallarin ¢ogu kapalidir. Membran
potansiyeli degistigi zaman kanallarin acgilmasi1 ile sonuglanan bir dizi
konformasyonal degisim meydana gelir (10). VKSK ve VKKK depolarizasyona
cevaben acilirlar. Bu agilma Na” kanallar1 ile kiyaslandiginda Ca"™ kanallarinda daha
yavastir. Depolarizasyonun etkisi ile kanallarmn agilarak ice yonelik Na~ ve Ca™
akimmin gerceklesmesi sirasinda kisa bir gecikme olmasi kanalin a¢ilmadan dnce
birden fazla kapali durum degisikligine ugradigina isaret eder. Depolarizasyonla
acilan bir kanal hiperpolarizasyonun etkisi ile kapanir. Kanalin hiperpolarizasyonla
kapanmasi durumuna “deaktivasyon” denilir. Siddetli depolarizasyon gibi bazi
durumlar voltaj bagimli iyon kanallarinin kapanmasmi geciktirebilir (11).

VKPK akimlar1 hiicre membraninin depolarizasyona karsi, Na" kanallarina gére
oldukca gec aktive olurlar ve membranmn repolarize olmasini saglarlar. Bunun
yaninda depolarizasyon siirdiilkge Na' kanallar1 kendiliginden kapanirken K*
kanallar1 aciktir (4).

Depolarizasyon sirasinda gézlenen iyon kanal akiminin zamanla baslangigtaki
aktivitesini kaybetmesine “inaktivasyon” denir (10). Yapilan ¢alismalar devam eden
depolarizasyon sirasinda gdzlenen aktivite diislisiiniin sadece depolarizasyona degil
aym zamanda 6zellikle Ca™ kanallarinda kalsiyuma bagh olarak da diisebildigini
gostermektedir (12). Bunun yaninda iyon kanallar1 voltaj bagimli olarak yavas bir

sekilde de inaktive olurlar (13).
1.5. Membran iyon Kanallan

1.5.1. Klor Kanallan

Klor kanallar1 bir¢ok hiicrenin plazma membraninda mevcuttur. Hiicre hacminin
diizenlenmesi, transepitelyal tasima, salgi hiicrelerinden sivi saliverilmesi ve
membran potansiyelinin stabilizasyonunda énemli rolleri vardir. Klor kanallar1 hiicre
dis1 ligandlar, hiicre i¢i kalsiyum, siklik Adenozin Mono Fosfat (sAMP), G protein,
hiicre sismesi, mekanik gerilim ve transmembran (TM) voltaj etkisi ile aktive
edilebilir (14, 15).

Giliniimiize kadar yapisal olarak birbirinden ¢ok farkli 3 biiylik klor kanal ailesi

klonlanmistir (16). Bunlar voltaj kapili klor kanallari, GABA ve glisin tarafindan
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acilan ligand kapili klor kanallar1 ve Kistik Fibrozid Transmembran Regiilator
(KFTR) geni tarafindan kodlan bir protein tarafindan olusturulan sSAMP bagimli klor
kanallaridir.

Voltaj kapilt klor kanallar1 epitel hiicreleri ve uyarilabilir hiicrelerde bulunur.
Voltaj kapili klor kanallar1 bulunduklar1 dokulara goére membran potansiyelinin
stabilizasyonu, hiicre voliimiiniin ve hiicre dis1 sivinin konsantrasyonun
diizenlenmesi gibi fonksiyonlar1 vardir (17).

Ligand kapili klor kanallar1 agirlikli olarak sinir dokularmmdan eksprese edilir.
Inhibitér sinapslar icin klor iletkenligi dnemlidir. Bu kanallar agildiginda membran
hiperpolarize olur ve depolarizasyon iireten igeriye dogru akimlarin azalmasina yol
acar (18).

sAMP bagimli klor kanallar1 daha ¢ok solunum yollar1 ve siniislerde salgi epitel
hiicrelerinde bulunur (19).

Klor kanallar1 i¢in yliksek afiniteli ve selektif antagonistlerin sayis1 diger iyon
kanallarina gore ¢ok azdir. Klor kanallarini etkileyen ajanlarin ¢ogu diger katyon
kanallarmi1 da etkilediginden selektif degildir. Bilinen en selektif ve giiglii
antagonistler arasinda niflumik asit, poliamin 6riimecek toksini olan argiotoksin-636

ve akrep venomundan izole edilen klorotoksin yer almaktadir (20, 21).

1.5.2. Voltaj Kapih Potasyum Kanallan

Potasyum duyarli kanallar iyon kanallarmin en genis ve en ¢ok ¢esit iceren
grubudur (22). Voltaj Kapili Potasyum Kanallar1 (VKPK) bilginin tasmmmasi ve
islenmesi siireclerinde gereklidir. Presinaptik sonlanmalardan ndrotransmitter
saliverilmesinin diizenlenmesi, membran dinlenim potansiyelininin olusturulmasi ve
noronlarda repolarizasyonu saglayarak aksiyon potansiyeli (AP)’nin sonladirilmasi
gibi bir¢cok fonksiyonu vardir (23). Ayrica potasyum kanallar1 sivi homeostazisini,
sinir dokularinda sinyallesmeyi, kas kasilmasini da diizenler. Bu diizenlemeler hiicre
zarindan potasyum iyonlarinin diflizyonunu saglayan i¢i su dolu kanallarin agilip
kapanmasiyla basarilir (7). VKPK’ler lipit membran boyunca 4 protein alt birimi
tarafindan sarilan K ’ya duyarli su dolu bir pordan olusur. Her bir alt birim 6 TM
segmentten (S1-S6) olusur. Ilk 4 segment (S1-S4) voltaj sensdr boliimiinii, kalan 2

segment (S5-S6) ise kanalin gézenek bolgesini olusturur (24).
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Molekiiler olarak incelendiginde on ikinin lizerinde a alt birimi (25) ve 3 farkli
(B1-3) alt birimi (26) olan VKPK’lerin alt tipleri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
VKPK ’lerin ge¢ikmis-dogrultucu K kanallari, igeri yonelik K kanallar1, izl gegici
A tipi VKPK ve yavas aktive olan VKPK seklinde smiflandirilmistir. Ayn1 zamanda
Ca" bagimli K kanalari, adenozin tri fosfat (ATP) veya serotonin tarafindan kap1
kontrolii yapilan ligand kapili K kanallar1 ve bunlara ilaveten Na™ bagimh K'
kanallar1 ve hiicre hacmine duyarli K™ kanallar1 da bulunmaktadir (27).

K" kanal alt tiplerinin farmakolojik ajanlara kars1 duyarliliklar1 diger iyon
kanallar1 alt tiplerinde oldugu gibi biiyiikk oranda birbirlerinden farklilik gosterir.
Ornegin; gecikmis-dogrultucu potasyum kanal blokérleri; tetraetilamonyum (TEA),
dendrotoksin, 4-aminopiridin, kapsaisin, reziniferatoksin, flekainit, nifedipin,
diltiazem, karbodotoksin, kaliotoksin, fensiklidin, falloidin, 9-aminoakridin,
hongotoksin-1, margatoksin, imperator toksin (28-30) gibi ajanlarla, hizli gegici A
tipi VKPK; 4-aminopiridin, TEA, UK78282, riluzol, nikardipin (30-33) gibi
ajanlarla, yavas aktive olan VKPK; kinidin (34) ve igeri yonelik K* kanallar;
astemizol, BeKM-1, ergotoksin, sertindol, dofelit, sisaprid, pimozid, terfenadin,
halofantirin, BRL32872, E-4031, haloperidol, imipramin, kokain, ketokonazol gibi
ajanlar tarafindan bloke edilebilir (35-37). Ca™ bagimli K" kanallar1 ise iberiotoksin,
tubokurarin, karibdotoksin, noksiustoksin, penitrem-A, TEA, apamin, trifloroperazin
ve haloperidol tarafindan bloklanir. Ayni zamanda bu kanalin agicilar1 arasinda
NS004, NS1619, DHS-1 yer almaktadir (38) . Bunlara ilaveten Na' bagimli K"
kanallarmi1 Mg, Ba™, hiicre hacminin artistyla aktive olan hiicre hacmine duyarl
K" kanallarini, kinidin, lidokain, setiedil, ATP duyarh K" kanallarini ise
glibenklamid, tolbutamid, fentolamin, siklazindol ve lidokain bloklar. ATP duyarl

K" kanal agicilar1 ise levkromakalim, diazoksid, aprikalim ve pinasilildir (39, 40).

1.5.3. Voltaj Kapih Sodyum Kanallan

Voltaj Kapili Sodyum Kanallar1 (VKSK) wuyarilabilir hiicrelerde aksiyon
potansiyelinin (AP) olusmas1 ve yayilmasi i¢in gerekli bir TM proteindir (41). VKSK
farmakolojik olarak tetrodotoksine (TTX) duyarli ve TTX’e direngli Na™ kanallar1
olmak {iizere iki sinifa ayrilir. Kanalm TTX’e duyarli veya direncli olmasimni

belirleyen a alt birimleridir (42). Memeli sodyum kanallar1 260 kDA agirhigindaki
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kanalm kor proteinini kodlayan o alt birimi ve 30 — 40 kDa agirligindaki kanal
fonksiyonlarmi degistirmeye yardimci olan B alt biriminden olusur (41). Glinlimiize
kadar 9 o (ay9) alt birimi (42) ve 4 B (Bi- 4 ) alt birimi (43) tanimlanmistir. o alt
birimi 4 bodlgeden (I-IV) olusur ve her bolge 6 a TM sarmali (S1-S6) icerir.
Farmakolojik ajanlarin hepsi sodyum kanallarmin o alt birimi {izerinden etkileri
gosterirler. Norotoksinler i¢in en az 6 farkli ve lokal anestezikler ve iliskili ilaglar
icin bir reseptor bolgesi tanimlanmustir (44).

TTX kanalin S1 ve S2 bdlgelerindeki hidrojen baglarmin olusturdugu kanal
porunun digia baglanir. I. alt birimin S2 bolgesi TTX baglanmasi i¢in ¢ok 6nemlidir
(45). Bu spesifik baglanmadan dolayr TTX sodyum kanallarini bloklamada g¢ok
siklikla kullanilan kimyasal bir ajandir. Bununla birlikte TTX’e yiiksek
konsantrasyonlarda bile direnc¢li olan c¢esitli sodyum kanallar1 da vardir (46). TTX
direngli kanallar daha ¢ok kiiciik agriya spesifik noronlarda eksprese edildiginden bu
kanallarin agr1 duyusunda 6zel rollerinin oldugunu diisiindiiriir (47). Genel olarak
kabul edilen aksonal AP’nin iletilmesinden TTX duyarl kanallarin, agr1 sinyallerinin
iletiminden ise TTX direncli kanallarin sorumlu oldugudur (48).

Akrep, deniz anemonu, yilan, oriimcek ve bdcek zehirlerinden elde edilen
toksinler VKSK’larin a alt birimi {izerindeki 9 farkl reseptor bdlgesini tanimlamak
icin kullanilmistir. Bu bolgelerin hepsi kanal fonksiyonunun spesifik etkileri ile
iligkilidir fakat bugiine kadar sadece 1-5 bdlgeleri molekiiler olarak tanimlanmistir
(49). 1. bolgeye baglanan toksinler fiziksel olarak poru kapatip iyon transportunu

etkilerler. Bu toksinler TTX, saksitoksin ve @ konotoksindir.

1.5.4. Proton Kapili iyon Kanallan

Proton Kapili Iyon Kanallar1 (PKiK)/ Asit Duyarli Iyon Kanallar1 (ADIK)
mekanosensdr dejenere/epitel Na® kanal ailesine ait kanallardir (50). Bu kanallar
ekstraselliiler pH seviyesindeki degisikliklere (pH=7.4 ile 4) cevaben acilip
kapanirlar (51). ADIK hiicre dis1 asidozis tarafindan aktive edilen voltaj-bagimsiz
katyonlara gecirgen iyon kanallaridir (52). Asit duyarli iyon akimlari ilk kez duyusal
noronlardan rapor edilmistir (53). 4 ADIK geni en az 6 ADIK alt birimini (ADIK 1a,
1b, 2a, 2b, 3, ve 4) kodlar (54).



ADIK alt birimleri merkezi ve periferik ndronlarda eksprese edilir. H'-kapil1
akimlarin 6zellikleri bu hiicrelerde eksprese edilen ADIK alt birimleri tarafindan
belirlenir. ADIK1a, ADiK2a, ve ADIK2b &zellikle serebral korteks, hipokampus,
amigdala, olfaktor bulbus ve serebellum olmak {izere beynin birgok bdlgesinde
eksprese edilir (55). ADIK-3 miyelinsiz kiiciik ¢apli peptiderjik nosiseptdrler ve
biiylik ¢capli mekanoreseptorlerin yani sira duyusal sinir terminallerinde ve serbest
sinir u¢larinda da bulunmaktadir (55).

ADIK’ler hiicre dis1 protonlar tarafindan aktive edildikleri i¢in hiicre dis1
asidozis dahil bircok biyolojik olayda rol alir (56). Inflamasyon, enfeksiyon, nébet,
iskemi ve inme gibi durumlarda asidozis de gelismektedir (52). Hiicre dis1 asidozis
ADIK1a’y1 aktive ederek néronal hasar ve noronal dliimii indiikler. Ayrica ADIK ’ler
inflamasyonda asidozisin indiikledigi agriya aracilik eder. Farelerde ADIKla
aktivasyonun farmakolojik olarak oOnlenmesi veya Asic/ geninin mutasyonunun
serebral iskemiye bagli noronal 6liimii belirgin bir sekilde azalttigi gosterilmistir
(57). Bu yiizden ADIK1a’y1 hedef alan farmakolojik tasarimlar insanlarda inmemin
baslattig1 beyin hasarmni smirlayabilir veya dnleyebilir (58).

Proton kanallarinin klasik inhibitdrleri inorganik maddeler olan ¢ok degerlikli
katyonlardir. Zn™* voltaj kapili proton kanallarimin en giiglii inhibitdriidiir (59).
Inhibitér olarak etki eden iki degerlikli metal katyonlarm etkinlik siralamasi
Zn?~Cu™>Ni?>Cd™?*>Co™*>Mn"*>Ba™, Ca™, Mg™~0 seklindedir (60). Iki
degerlikli bu metallerin yaninda La™, Gd™ ve AI” gibi metallerde inhibisyon

yaparlar.

1.5.5. Voltaj-Kapih Kalsiyum Kanallan

Kalsiyum bir¢ok hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde dnemli rolleri olan bir
iyondur. Kas kasilmasmin baslatilmasi, sinir sonlanmalarindan norotransmitterlerin
ve sekretuar hiicrelerden hormonlarin saliverilmesinin tetiklenmesi, hiicre dongiisii
ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi ve hiicre 6limii gibi bircok olayda gorev alir.
Hiicre ici Ca™ konsantrasyonu hiicre disindan oldukga diisiik seviyededir. Ca™ nin
hiicre i¢inde kisa siireli artis1 bircok hiicrede 2. haberci reseptor c¢iftini aktive eder.
Ca™ nin hiicre i¢indeki bu artis1 voltaj veya ligand kapili kalsiyum kanallarinin

vasitastyla hiicre disindan Ca™ girisi ya da hiicre i¢i depolardan (inozitol 1,4,5
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trifosfat (iP;) ve riyanodin reseptorii/kalsiyum (RyR) saliverilme kanali) Ca™

saliverilmesi ile olur (10).

1.5.5.1. Kalsiyum Kanal Alt Birimleri

Kalsiyum kanallar1 ¢esitli genler tarafindan kodlanan biyokimyasal olarak 4
veya 5 farkl alt birimden olusmus kompleks proteinlerdir (61). Bunlar; o, o9, B ve
v alt birimleridir. 190-250 kDa agirhigindaki o, alt birimi en biiylik alt birimdir ve
voltaj saptayicilig1 ve Ca™>’a gegirgen gdzenekleriyle Ca™ akisinimn kontroliinii yapar.
Sodyum kanallarmnin al alt birimlerinde oldugu gibi voltaj kapili kalsiyum kanallar1
(VKKK) da 4 homolog bdlge ve her bolgede 6 TM segment (S1-S6) icerir. S4
segmenti voltaj algilayici olarak gorev yapar. S5 ve S6 TM segmentler arasindaki por
halkas1 iyon iletkenligi ve seciciligini belirler (62). B alt birimi tiim yiiksek voltajla
aktive olan (YVA) kanallarin o; alt birimi ile birlikte eksprese olan hiicre ici
yardimci bir alt birimdir. Diisiik voltajla aktive olan (DVA) kanallarm o, alt birimi
ile B alt biriminin birlikte ekspresyonu heniiz gosterilememistir (63). Bugiine kadar
farkli genler tarafindan kodlanan 4 B alt birimi izoformu (B;4) tanimlanmistir (64).
125.0 kD agrrhgindaki o,6 alt birimi Ellis ve ark. (65) tarafindan klonlanmstir.
Gilinlimiizde 3 yeni a0 alt birimi daha (a28-2, 3, 4) klonlanmistir (66). y alt birimi
bir integral membran proteinidir. ilk olarak, 25.1 kDa agirhginda 222 aminoasit
iceren y-1 alt birimi tavidan iskelet kasondan poérifiye edilmiotir (67). Chu ve ark.
(68) vy alt birim ailesini si¢an, fare ve insanda analiz etmistir. Sigan dokularinda 3
yeni genide iceren 8 y alt biriminin ekspresyonu tanimlanmistir ve bu genlerin
ornekleri insan ve farelerde de gdsterilmistir. Hiicre ici bir B alt birim ve disiilfit bagh
o0 alt birim kompleksi kalsiyum kanallarinin ¢ogu tipinin bilesenlerini olusturur. A
vy alt birimi iskelet kas1 kalsiyum kanallarinda bulunur ve A vy alt birimine benzeyen
alt birimler beyin ve kalpte eksprese edilmistir. Bu yardimeci alt birimler kanal
komplekslerinin ~ 6zelliklerini  diizenlemesine  ragmen  farmakolojik  ve
elektrofizyolojik olarak kalsiyum kanal cesitliligi birincil olarak cesitli o; alt

birimlerin varliginda artar (69).



1.5.5.2. Voltaj Kapih Kalsiyum Kanallarinin Siniflandirilmasi

VKKK’nin ilk smiflamast farmakolojik ve elektrofizyolojik o6zellikler temel
almarak yapilmistir. Yapilan calismalarda bazi kalsiyum kanallari, aktivasyon igin
sadece kiiciik bir depolarizasyona ihtiya¢ duyarlarken diger bir kisminin ise goreceli
olarak daha yiiksek depolarizasyonla agildig1 goriilmiistiir (70). Bu kriterler baz
almarak kalsiyum kanallar1 YVA kalsiyum kanallar1 ve DVA kalsiyum kanallar1
olarak iki gruba ayrilmistir.

VKKK’nin ikinci  smiflandirilmasi  1980’lerde  yapilmistir.  Klonlama
calismalarinda kalsiyum kanallarinin temel o, alt birimi ve birkag¢ yardime1 B, a9, ve
y alt birimlerinden olustugu gosterilmistir. o; alt birimi kanalin temel
elektrofizyolojik ve farmakolojik 06zelliklerden sorumludur. L tipi kalsiyum
kanallarinda gesitli a; alt birimleri tanimlanmustir. i1k olarak iskelet kaslarindan a; alt
birimi piirifiye edilmis (71), klonlanmis ve oys olarak adlandirilmistir (72). Daha
sonra kalpte (a;c-a) (73) ve diiz kasta (a;c-b) (74) a; alt birimi klonlanmistir. Bunlar1
takiben L tip1 kanallarm alt ailesini temsil eden diger iki tiye ap (75) ve oir (76)
tanimlanmaistir.

Kalsiyum kanallarinin 3 néronal tipini temsil eden 3 o, alt birimi klonlanmaistir.
P/Q-tip kanallar a;4 alt birimi (77), N tip kanallar ise o;p alt birimi (78) ile
eslesmistir. oy alt birimi (79) baslangicta DVA T-tip kanallara ait oldugu
diisiiniilmiis fakat daha sonra yapilan ¢aligmalar R tip kanalin 6zelliklerini tasidigini
gostermistir. Su ana kadar o, (80), aig (81), ve a1 (82) olmak lizere DVA T-tip
kanallarmnin 3 liyesi tanimlanmustir.

Kalsiyum kanallarinin o; alt birimlerinin sayismin giin gectikge artmasi
sistematik bir smiflandirmanin gerekliligini ortaya cikarmistir. Bu diislinceyle
uyumlu olarak a; alt birimleri Cavx.y semasma gore isimlendirilmistir (83). Cav
voltajla aktive olan kalsiyum kanallarini, x sayis1 kanal alt ailesini (L-tip, N-tip ve T-

tip) ve y sayist ise alt ailelerin liyelerini simgeler (Tablo 1).
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Tablo 1. VKKK nin tarihsel gelisimi kaynak (83)’den degistirilerek alinmistir.

Aktivasyon Biyofiziksel veya o1 Alt Birimine Yapisal
Ozelligi Farmokolojik Gore Simiflama Simiflama
Tanimlama
s Cavl.l
Cavl.2
L-Tip dic
oD Cavl.3
<
; oL Cavl 4
P/Q-Tip oA Cav2.1
N-Tip OB Cav2.2
R-Tip OlE Cav2.3
oG Cav3.1
z T-Tip o Cav3.2
o Cav3.3

1.5.5.3. Kalsiyum Kanal Tipleri

1.5.5.3.1. L tipi kalsiyum kanallan

YVA kalsiyum kanal grubudur. Noronlarda oldugu kadar iskelet, diiz ve kalp
kaslarinda da bol miktarda bulunurlar. DKG hiicrelerinde ilk kesfedilen Ca™
kanalidir. Iletkenligi olduk¢a vyiiksektir (25 pS) (84). YVA olan kalsiyum
kanallarinin inaktivasyon gostermedikleri kabul edilir. Biiyiik (large) iletkenlikleri ve
uzun siireli (long lasting) akim vermelerinden dolay1 bu kanallara L tipi kalsiyum
kanallar1 ad1 verilmistir (4). Farmakolojik olarak tiim L tipi kanallarin karakteristik
bir 6zelligi ya inhibitor (nifedipin, nisoldipin, isradipin) ya da aktivator (Bay K 8644)
olarak etki eden dihidropiridin (DHP) grubuna ait ilaglara duyarli olmasidir (85).

L-tip kanal ailesinin su ana kadar tespit edilmis olan 4 alt {iyesi (Cavl.1, Cavl.2,
Cavl.3, Cavl.4) vardir. DHP, fenilalkilaminler (FAA) ve benzotiyazepinler (BTZ)
gibi ilaglarin bilyiik cogunlugu organik kanal blokérleridir. Onciil deneysel

calismalar iskelet kasi kanallarinda bu 3 ila¢g grubunun a; alt biriminin tekrarlayan
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IV. ve ek olarak III ve I. TM bolgesine baglandigimi1 gostermistir (86). Cesitli
calismalarda DHP’nin yiiksek bir affinite ile baglanabilmesi ve/veya kalsiyum
akimmin yiiksek bir affinite ile DHP tarafindan inhibe edilebilmesi i¢in 8, 026 ve y
alt birimlerinin birlikte eksprese olmasi gerektigini gostermistir (87).

Verapamil, gallopamil veya devapamil gibi FAA’lar da L tip akimlar1 bloke eder
(88) ve allosterik etkilesim ile DHP’lerin baglanmasim etkiler. Ek olarak diltiazem
gibi BTZ’ler de allosterik etkilesim ile DHP’lerin baglanmasimi etkiler (89).

1.5.5.3.2. Noronal Tip Kalsiyum Kanallan

1980’lerde noéronlarda yapilan ¢aligmalar DHP’lere duyarli olmayan yeni bir
kalsiyum kanalin1 ortaya ¢ikarmistir (90). Bu kanallar néronlarda tespit edildigi i¢in
N tipi kalsiyum kanallar1 olarak adlandirilmistir. Daha sonra néronal non-L-tip
kalsiyum kanallar1 6riimcek ve yilandan izole edilen peptit toksinlerine duyarliligina
gore alt birimlere (N, P/Q, R) ayrilmistir. ®-conotoxin GVIA’ya duyarli olan
kanallar N-tipi kalsiyum kanallar1 olarak kalmistir. w-Aga IVA toksinine duyarl
kanallar 1se P/Q-tip kalsiyum kanallar1 olarak adlandirilmistir (P harfi purkinje
hiicrelerinden gelir). Bu iki toksine direncli kanallar ise R-tipi kalsiyum kanallar
olarak adlandirilmistir ( R resistant).

N-tip, P/Q-tip ve R-tip kalsiyum akimlar1 aktive olmalar1 i¢in gilcli
depolarizasyonlara ihtiya¢ duyarlar. Bu tip kalsiyum akimlar1 goreceli olarak L-tip
kalsiyum kanal antagonistleri tarafindan etkilenmezler fakat spesifik yilan ve
oriimcek polipeptit toksinleri tarafindan bloklanir. Bunlar primer olarak néronlarda
eksprese edilir ve cogu hizli sinapslarda norotransmisyonu baslatir ve hiicre govdesi

ve dentritlere kalsiyum girigine aracilik eder (91).

1.5.5.3.3. T tipi kalsiyum kanallan

DVA kalsiyum kanal grubudur. Hizlica voltaj bagimli inaktivasyon gosterirler.
Iletkenliklerinin kiigiik (tiny) ve gegici (transient) akim vermelerinden dolay1 bu tiir
kanallar T tipi kalsiyum kanallar olarak adlandirilmistir (4).

T-tip kalsiyum kanallar1 sinir sistemi, kalp, bobrek, diiz kas ve pek cok endokrin
organ dahil olmak {izere viicudun bir¢ok bolgesinden eksprese edilmistir. Beyindeki
T-tip kalsiyum kanallar1 tekrarlayan diisiik esikli ateslemeler (92) ve agri ile

iliskilidir (93). Kalpte T-tip kalsiyum kanallar1 sinoatriyal diigiimde eksprese edilir
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ve sinoatriyal diigiimden ¢ikan uyarilara katkida bulunur (94), fakat kalp kasilmasina
bir etkisi yoktur. T-tip kalsiyum kanallarmin farkli L-tip kalsiyum kanallar1 ile
birlikte mikro dolasimim diizenlenmesi ile iligkili oldugunu gésteren gesitli arter ve
venlerde ekspresyonu gosterilmistir (95). T-tip kalsiyum kanallarinimn brons, ileum,
kolon, mesane ve uterus diiz kaslarinda da eksprese edildigi gosterilmistir. T-tip
kalsiyum kanallarinin aldosteron, renin, atrial natriiiretik peptit (ANP) ve insiilin gibi
hormonlarin saliverilmesinde katkisinin oldugu tespit edilmistir (96, 97). Biitiin
bunlar g6z oniinde bulunduruldugunda T-tip kalsiyum kanallar1 kalp krizi, aritmi ve
hipertansiyon gibi kardiyo vaskiiler hastaliklar ve epilepsi ve agri gibi ndronal
hastaliklarin tedavisinde yeni tedavi edici ajanlara katkida bulunabilirler.

Kalsiyum kanal blokorleri ( L-tip kalsiyum kanallarini bloke eder) FAA
(verapamil), BTZ ( diltiazem) ve DHP (nifedipin) olmak {izere 3 biiyiik gruba
ayrilirlar. Bu ilaglar T ve L tipi kanallari her ikisinde de etki gosteren bazit DHP
bilesikleri hari¢ tutuldugunda tedavi edici dozlarda T-tip kanallarini inhibe etmezler.
Flunarizin ve sinnarizin gibi diistik secicilikteki kalsiyum kanal blokorlerinin T tipi
kanalarini inhibe ettigi rapor edilmistir (98). Bu ila¢ hipertansiyon ve anjina pektoris
gibi hastaliklarin tedavisinde umut verici bir ila¢ olabilir (99).

T-tip kanallar1 bloke eden bircok bilesik vardir fakat bunlarin ¢ogu diger iyon
kanal ve tasiyicilarmi1 da inhibe eder. Giiniimiize kadar spesifik bir inhibitor

bulunamamastir (98).

1.6. Dorsal Kok Gangliyonu Noéronlariin Simiflandirilmasi ve Ozellikleri

DKG noronlar1 somatosensoriyal bilgiyi AP olarak MSS’ye tagir. Bu noronlarin
iki ana tipi vardir: Birincisi; diisiik yogunluklu, hasar olusturmayan ve normalde agr1
vermeyen uyaranlara cevap veren non-nosiseptif noronlar, ikincisi; yiiksek
yogunluklu, hasar olusturucu ve normalde agr1 verici stimulusa kars1 cevap olusturan
nosiseptif noronlardir (100). Hiicresel elektrofizyoloji ¢aligmalarinda yaygin bir
sekilde kullanilan DKG, duyusal néronlarin elektrofizyolojik ve farmakolojik olarak
incelenmesinde 1yi bir model olusturmustur.

DKG noronlari, iletim hizina gore C (0.8 m/sn), Ad (1.5-6.5 m/sn) ve Ao/
(>6.5 m/sn) seklinde smiflandirilmaktadir (100). DKG noronlar: ile ilgili yapilan
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calismalar farkli DKG néronlarinm farkli Na® (101), K" (102) ve Ca™ kanal
akimlarina sahip oldugunu gostermektedir (103).

DKG ndronlarinin  diger bir simiflandirmast ise c¢ap boyutu agisindan
yapilmaktadir. DKG néronlar1 ¢aplarina gore biiylik (>50 um c¢ap), orta (30-50 um
cap) ve kiiclik (<30 um cap) olmak iizere {i¢ alt sinifa ayrilir. DKG ndronlarinda iyon
akimlarmin biyofiziksel 6zelliklerinin ve iyon kanal alt birimlerinin dagiliminin
hiicre ¢apiyla iliskili oldugu gosterilmistir (104). Na' kanallariyla ilgili agr1 ve
analjezi calismalarinda kiiclik ¢caplt DKG noéronlar1 kullanilmaktadir. Bunun nedent,
biiyiik ve orta ¢apa sahip DKG ndronlarina kiyasla kii¢iik capli ndronlarda daha fazla
sayida ve farkli tipte VKSK’nmn eksprese olmasidir (105). DKG néronlarmda K
kanallar1 ile ilgili yapilan calismalarda, hiicre capiyla K kanal alt birimlerinin
yogunlugu arasinda iliski oldugu gosterilmistir (106). Ca** kanallari ile ilgili yapilan
calismalarda da kanal alt birimi ve kanal yogunlugunun DKG hiicre capiyla iligkili
oldugu belirlenmistir. Baz1 Ca™* kanal alt birimleri kiiciik veya orta capli nronlarda
daha yogun sekilde eksprese olurken bazi altbirimler ise biiyiik ¢apli néronlarda
eksprese olmaktadir. Ornegin o4, 0ig, Gic, Oip, OiE, 01 VE s alt birimleri tiim DKG
noronlarinda eksprese olurken, oy, oip, oug, o ve oys’nin kiigiik capli DKG
noronlarinda daha yogun bir seklide eksprese oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda
biiylik ¢apli DKG noronlarina goére a; ve o0 alt birimleri kiiciik ve orta ¢aph

noronlarda daha yogun sekilde eksprese olmaktadir (107).

1.7. Agn

Uluslararast Agr1 Calismalar1 Birligi (IASP) agriy1 gercek veya potansiyel doku
hasari ile iligkili olarak ortaya c¢ikan, hos olmayan duyusal ve emosyonel deneyim
olarak tanimlamaktadir (108). Bir bagska tanima gore ise agr1; “bedenin igten ya da
distan bir uyar1 karsisinda gosterdigi bir savunma mekanizmasi”dir. Boylelikle agri,
viicut i¢in bir seylerin yolunda gitmediginin sinyallerini veren koruyucu bir
mekanizma olarak da distiniilmektedir (109). Agr1 yalnizca bir duyu degil ayni
zamanda bu duyuya kars1 ortaya ¢ikan emosyonel reaksiyondur. Agri ¢ok boyutlu bir
deneyimdir ve her kisi i¢in 6zeldir. Norofizyolojik, biyokimyasal, psikolojik, etnik,
kiiltiirel, dinsel, biligsel ve ¢evresel boyutlar1 olan karmasik bir duyumdur. Cocukluk

cagindan itibaren yasanan deneyimler ile Ogrenilir. Agriya karsi olusan reaksiyon
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degiskendir. Kisilik 6zellikleri, duygu durumu, etnik alt yapisi, gegmis deneyimleri,

agri ile basedebilme becerisi ve ailenin tutumu gibi faktorler ile belirlenir (108).

1.7.1. Agrimn Smiflandirilmasi ve Ozellikleri

Agr1 smiflamast ile ilgili birgok farkli goriis vardir ve agri siniflamasi heniiz
ideale ulagmamistir. Agr1 norofizyolojik Ozelliklerine gore smiflandirildiginda
nosiseptif, noropatik ve psikojenik agr1 olarak incelenmektedir. Nosiseptif agrinin
somatik ve visseral, ndropatik agrinin ise santral ve periferik agr1 alt gruplar1 vardir
(108).

Agr stiresine gore smiflandirildiginda ise akut, kronik ve rekiirren agri1 olarak
ayrilmaktadir. Akut agr1 doku hasar1 ile iligkili olarak olusur ve iyilesme siirecine
uyumlu olarak ortadan kalkar. Kronik agr1 ise beklenenden daha uzun siiren veya
tyilesme siirecinden sonra devam eden agridir. Bu siire farkli kaynaklarda 3 veya 6
ay olarak tanimlanmaktadir (108, 110). Romatoid artritte oldugu gibi agr1 devam
eden patolojiye bagli olusuyorsa bu uzamis akut agri olarak kabul edilir. Agr1 uzun
siire devam ettiginde kisi fizyolojik ve davranigsal adaptasyon gelistirir. Agrinmn iki
parametresi vardir; patoloji ve siire. Bu bakis agisindan bakildiginda kisa siireli ve
belirgin fiziksel patoloji olan durumlarda akut agri, diisiik fiziksel patoloji ve uzun
siireli durumlarda ise kronik agridan bahsedilir (111).

Agr1 duyusunun reseptorleri, viicudun hemen her noktasinda bulunan ¢iplak sinir
uglaridir. Agr1 duyusu, merkezi sinir sistemine (MSS) DKG néronlar ile taginir.
DKG noronlar1 fonksiyonel olarak ti¢ subselliiler kisma ayrilir.

1. Agr1 duyusuna neden olan uyariyr (mekanosensitizasyon, termal sensitizasyon,
nosisepsiyon) algilayan nosiseptor periferal sonlanma.

2. Nosiseptif sinyali ileten akson.

3. Agn sinyalinin ilerleyip bir sonraki ndrona ve beyine ulagmasini saglayan
presinaptik terminal (Sekil 1).

Duyusal noéronlarin hiicre govdeleri ti¢ dallidir ve DKG’ye yerlesmistir (112).
Primer duyusal ndronlarin morfolojik ve fonksiyonel olarak; Ao/ , Ad ve C tipi
lifleri bulunmaktadir (Sekil 2).

Agr1 sinyalleri iletim hizlaria gore farkl tip liflerle tasmmaktadir. Hizli agr1

sinyalleri miyelinli Ao lifleri (1.5-6.5 m/sn) ile, kronik agr1 sinyalleri ise yavas
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miyelinsiz C tipi lifler (£0.8 m/sn) ile medulla spinalise iletilirler (100). Kronik agrili
hastalarda C tipi liflerin iletim hizinin daha da diisiik oldugu gosterilmistir (113). C
tipi lifler, arka koklerin lateral boliimiinde yer alir ve ¢cogunlukla arka kok C lifleri

olarak adlandirilir.

Yukarida da bahsedildigi gibi agrmin ¢ok c¢esitli smiflandirilmalari
bulunmaktadir. Bu tezde agr1 temel olarak iki tipte incelenmistir. 1- Nosiseptif agr1

ve 2- Noropatik agri.

1. Algilama 2. Yayilma

Dorsal kik
gangliyonu

Sekil 1. Agrisinyal yolu (Kaynak (114)’den degistirilerek alinmistir).
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1.7.1.1. Nosiseptif Agn

Spinota amik
yol

Sekil 2. Duyusal Noron Tipleri (Kaynak (114)’den degistirilerek alinmustir).

Agr1, kapsiilsiiz sinir sonlarmin aktivasyonu sonucu doku yaralanmasiyla olusur.
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Bedenin bir bolgesindeki doku yaralanmasinda uyarmim 6zellesmis sinir uclart ile
(nosiseptor) alnip, santral sinir sistemine gotiirtilmesi, belirli bdlge ve noral
yapilarda entegre edilmesi, bu zararli uyarmin algilanmasi, buna kars1 fizyolojik,
biyosimik ve psikolojik Onlemlerin harekete gegirilmesidir. Nosisepsiyon, doku
hasar1 ile agrinin algilanmasi arasinda olusan karmasik elektrokimyasal olaylar
serisinin biitiiniidiir (115). Agri, nosisepsiyon i¢inde bir algilama olayidir (116).
Latincede Noci zarar veya zedelenme anlamindadir. Travmatik veya noxious

stimulasyona ndral cevaptir. Tiim nosiseptor uyarilar agr1 olusturur, fakat tiim agrilar



nosisepsiyondan kaynaklanmaz (117). Aslinda nosiseptorler periferik terminalleri
agrili uyaranlara hassas primer afferent ve tiim deri, deri alt1 dokularinda bulunan
ciplak ve serbest sinir uglaridir (118). Miyelinsiz C lifleri ile miyelinli A-6 liflerinin
distal uzantilarindan olusmuslardir ve 100-400 pm uzunlugundaki aksonal
sonlanmalar, kii¢iik kan damarlar1 ve mast hiicreleri kenarinda sonlanirlar. A-6
liflerinin uglar1 genellikle uyarildiklar: tipe gore termal veya mekanik nosiseptorler
adint alir ve 1,5-6 m/sn hizda ileti olustururlar. Dolayisiyla bu nosiseptorlerin
aktivasyonu keskin, igneleyici ve i1yi lokalize edilebilen bir agr1 olusturur. C liflerinin
uclari, polimodal nosiseptor adini alir ve siddetli mekanik, kimyasal, asir1 sicak ve
soguk uyaranlarla aktive olurlar. C lifleri, enflamasyonda oldugu gibi gecikmis,
yanic1 ve inat¢1 karakterdeki agridan sorumludurlar. Impulslar1 0.5-2 m/sn gibi ¢cok
yavag olarak ilerletirler. Dolayisiyla daha donuk, daha yaygin agr1 ve hiperestezi

olustururlar (115, 116).

1.7.1.2. Noropatik Agn

Noropatik agri néronal agr1 iletim sisteminde periferik ve santral lezyonlarla
ortaya ¢ikan cok siddetli, genellikle analjeziklere yanitsiz kompleks bir agri
sendromudur (119). IASP Taksonomi Komitesi tanimlamasina goére néropatik agri
sinir sisteminin bir lezyonu veya disfonksiyonu sonucu gelisir, bir disfonksiyon
belirtisi olup kendi basina bir hastalik degildir (120). Noropatik agr1 sendromlar1
heterojendir ve tek bir etiyoloji veya patolojik mekanizma ile aciklanamazlar.
Toplam niifusun %1’inde goriilen bu sendromun tedavisi cok zordur ve agr1 yillarca
stirebilir (121).

Noropatik agrinin nosiseptif agridan en belirgin farki, siirekli bir nosiseptif
uyaranm bulunmamasidir. Sorunu baglatan fonksiyonel bir bozukluktur ve bu durum
diyabet, immiin yetmezlikler, enflamatuar siire¢ler, malignite, travma ve iskemik
durumlar gibi, periferik ya da santral nedenlerden de koken alabilir. Noropatik agr1
hasardan veya olusan hasarin siddetinden bagimsiz olarak devam edebilir ve hatta
haftalar, aylar, yillar icinde siddetlenebilir. Agrmin yanlhs tanimlanmasi, yanlig
lokalize edilmesi, algilamanin gecikmesi ve yayilma s6z konusudur (122).

Noropatik agrida, agri spontan olarak ortaya cikabilir. Agr1 esigi diistiigii icin

normalde agrisiz olan uyar1 agr1 olusturabilir (allodini). Uyariya verilen cevap hem
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stirekli hem de amplitiid bakimindan abartili olabilir (hiperaljezi). Agri1 duyusu saglam
bolgelere yansiyabilir (123). Sinir hasar1 sonucu meydana gelen noropatik agrinin
temel mekanizmas1 belirlenememistir. Ancak yapilan bazi patch kenetleme
calismalarinda periferal sinir hasarmi takiben DKG hiicrelerinde uyarilabilirlikte artig
meydana geldigi ve DKG hiicrelerinin anormal spontan aktivite gosterdigi ortaya

koyulmustur (124).

1.7.2. Agrimin Bastirilmasi (Analjezi)

Insanlarin agriya kars1 gosterdikleri reaksiyon dereceleri gok degisiktir. Bu
degisik davranislar kismen beynin kendisinin analjezi sistemi denen bir agr1 kontol
sistemini kontrol ederek, sinir sistemine giren agri sinyallerini bastirabilmesine
baghdir. Periferik agri lifleri ile omurilikteki arka boynuz hiicreleri arasindaki kavsak
baglantilari, oldukca 6nemli plastisite bdlgeleridir. Bu nedenle arka boynuz, agri
diirtiilerinin “kapilandig1”, yani agri duyusunun siddetinin denetlendigi degisiklige
ugradig1 yer anlaminda olmak iizere, kap1 olarak adlandirilir. Agrinin baslatildig bir
alandan gelen genis ¢capl afferent liflerin uyarilmas ile o bolgeden gelen agr1 hafifler
(125).

Analjezi sistemi hem C hem de AJ liflerinin dorsal boynuzda sinaps yaptiklari
yerlerde presinaptik inhibisyon yaparak agri sinyellerini omurilikte ilk girig
noktasindan itibaren bloke edebilir. Bunun yaninda analjezi/nosisepsiyon
indiksiyonu ve homeostazisin tekrar saglanabilmesi i¢in Ca™ kanal antagonistleri,
proton kapili kanal antagonistleri, VKSK antagonistleri, VKPK antagonistleri,
NMDA reseptor antagonistleri, glutamat reseptdr antagonmistleri ve GABA’erjik,
kolinerjik ve opioid reseptor agonistleri kullanilmaktadir (20, 51, 91, 126-128).

Akut ve kronik agrinin tedavisinde kullanilan analjezikler periferik ve santral
etkili ~analjezikler olarak smiflandirilabilir.  Periferik  etkili  analjezikler
nonopioidlerdir, santral etkililer ise opioid analjeziklerdir (129).

Periferik etkili nonopioid analjezikler parasetamol, aspirin ve nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar (NSAIl)’dir. Bu grup hafif ve orta siddette agrinm
semptomatik tedavisinde kullanilir. Parasetamol para-aminofenol grubundandir,
aspirine denk analjezik etkisi vardir, ancak antiinflamatuvar ve antitrombotik etkileri

yoktur. Oldukca giivenli olmasina karsin yiiksek dozlarda hepatotoksiktir. Aspirin
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diisiik dozlarda analjezik, yiiksek dozlarda antiinflamatuvar etkiye sahiptir.
Antipiretik ve antitrombotik etkileri de vardir (129). NSAIl’ler arasidonik asitten
prostoglandinlerin (PG) olusumunu saglayan siklooksijenazi (COX) inhibe ederek
etki gosterir. COX-1 ve COX-2 olmak iizere iki tip siklooksijenaz enzimi vardir.
COX-1 enzim inhibisyonu trombosit, mide mukozasi ve bobrekler {izerinde etki
gostererek yan etkilere neden olur. COX-2 inhibisyonu ise inflamasyon iizerine daha
etkilidir. COX-2’nin beyin, bobrek, uterus ve daha az miktarda da gastrointestinal
sistemde saptanmasi bazi fizyolojik gorevlerinin oldugunu diistindiirmektedir.
Kullanilan NSAII’ler her iki enzim formunu farkli diizeylerde inhibe etmekte ve bu
secicilik 6zelliklerine gére smiflandirilmaktadir. Tiim NSAIl’lerin tavan etkileri
vardir. Onerilen dozun iizerinde kullanildiginda analjezik etki artmaz, ancak toksisite
artar. Hepsinin atilimi1 bobrek ve karaciger yolu ile olmaktadir. NSAII’ler aktif ya da
gecirilmis gastrointestinal lezyonu olanlarda, koagiilasyon bozuklugu olanlarda,
gebelikte ve allerjik reaksiyonu olanlarda dikkatle kullanilmalidir (129).

Opioid analjezikler kendilerine 6zgii mii, kappa, sigma, delta ve epsilon
reseptorlerine baglanarak etki gosterir. Opioidler gastrointestinal yoldan 1yi
emildikleri gibi nazal mukoza ve akcigerlerden de emilimleri s6z konusudur.
Parenteral etki ise daha belirgindir. Analjezik etkileri birden fazla mekanizma ile
gergeklesir. Afferent sinir ucglarinda yer alan mi reseptorleri araciligiyla
norotransmitterlerin ve P maddesinin salmimini inhibe ederler. P maddesinin ara
noronlarda ve spinotalamik yoldaki noronlarda olan etkilerini postsinaptik diizeyde
duraklatir, boylece nosiseptif uyarinin yukar1 merkezlere gecisini onlerler. Opioidler
beyin sapindaki solunum merkezini doza bagimli olarak inhibe ederler. Morfin
opioid ilaglarin prototipidir, primer olarak mii reseptorlerine baglanir. Agonist,
antagonist ve her iki etkiye sahip ilaglar vardir. Endorfin ve enkefalinler ise endojen
opioidler olarak bilinirler. Opioidlerin en onemli yan etkisi tolerans gelisimidir.
Tolerans uygulanan doza, kullanim yoluna, tekrarlama sikligma bagli olarak
degisiklik gosterebilir. Analjezik etkiye karsi tolerans yan etkiye karsi olandan daha
hizl1 gelismektedir. Diger bir yan etki ise fiziksel ve psikolojik bagimliliktir. Ayrica,
sedasyon, konstipasyon, bulanti, kusma, letarji, konsantrasyon bozuklugu gibi yan
etkiler goriilebilir. Kafa travmalarinda, gebelikte, pulmoner fonksiyon bozuklugunda

ve karaciger yetmezliginde kullanilmamalidir (129).
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1.7.3. Agr1 Modelleri

Bircok ¢esitli nedenle ortaya c¢ikabilen agrinin mekanizmalarmin daha iyi
anlasilabilmesi ve etkin tedavi yOntemlerinin gelistirilebilmesi i¢in deneysel ve
hiicresel olarak gelistirilen agr1 modelleri, agr1 calismalarinda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Hayvanlarda deneysel olarak olusturulan degisik agr1 modelleri ve
hiicresel agr1 modelleri agri mekanizmasmi anlama ve agriya miidahale etme

konusunda 6nemli bilgiler saglamaktadir (130).

1.7.3.1. Deneysel Agr1 Modelleri
Deneysel agr1 modelleri, ¢cok ¢esitli yollarla deney hayvanlarinda olusturulabilir;
bu modeller asagida maddeler halinde belirtilmistir (130).
1. Termal uyarana kars1 kuyruk veya ayak ¢ekme modeli (6rnegin; kuyruk
cirpma testi)
2. Hot plate testi (Sicak plaka modeli)
3.Mekaniksel duyarlilig1 belirleme modeli (Von-Frey filament stimulasyonu)
4. Dis eti stimulasyonu modeli
5. Formalin, antijen, maya vb.den birinin ayak veya intra artikular enjeksiyon
modeli
6. Tahris edici bir maddenin intramuskiiler enjeksiyonu
7. Tahris edici solusyonun intraperitonal enjeksiyonu
8. Kemik icine osteolitik sarkoma hiicrelerinin intramedullar enjeksiyonu
9. I¢i oyuk organ distansiyonu
10. Deri kesilmesi
11. Periferal veya spinal sinir veya koklerinin ezilmesi veya sikistirilmasi
12. Periferal veya spinal sinir veya koklerinin kismen veya tamemen

transeksiyonu

1.7.3.2. Hiicresel Agr1 Modelleri

Agrmin hiicresel ve molekiiller mekanizmasmin anlasilmasi i¢in yapilan
calismalarda neonatal ve embriyonik sicanlardan izole edilen duyusal ndronlarin
primer ve kalici kiiltiirleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (131). Bu tez
calismasinda da kullanilan DKG primer hiicre kiiltiirii; civciv, fare, sigan gibi farkl

hayvan tiirlerinden elde edilebilir. Kiiltiire edilmis trigeminal ve DKG duyusal
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noronlar1 ile yapilan ¢alismalar, bu ndronlarin in vivo duyusal noronlarla benzer
ozellikler gosterdigini ortaya koymustur (132). Duyusal néronlarmn primer kiiltiirii bu
noronlarm dogustan kazanilan bir¢ok O6zelligini yansitmaktadir. Ancak izolasyon
prosediirii, hiicre sayisinin sinirli olmasi ve primer kiiltiiriin hetorojen yapiya sahip
olmasi, primer hiicre kiiltiirliyle ¢aligmanin zorluklarindan birkagidir. Bu nedenle
endojen duyusal ndronlarin 6zelliklerine sahip olan kalici duyusal hiicre dizileriyle
calisiimaktadir. Kalic1 duyusal hiicre dizileri; DKG ile retroviral vektor iceren v-myc
onkojeni ile insan embriyonik duyusal ndronlarmin Oliimsiizlestirilmesiyle elde
edilebildigi gibi (133), postmitotik embriyonik veya yetiskin DKG duyusal
noronlarmin  fare NI8Tg2  neuroblastoma  hiicreleriyle  etkilesimi ile

Oliimsiizlestirilmis hiicre dizileri olan F11 ve ND olusturulabilir (134).

1.8. Diyabet

Diabetes mellitus (DM), insiilin salgilanmas1 ya da insiilinin etkisindeki tam
veya kismi yetersizlikle iliskili olarak ortaya ¢ikan kronik hiperglisemi; karbonhidrat,
yag ve protein metabolizmasindaki bozukluklar ve bu bozukluklar: takiben ileri
donemde ortaya ¢ikan cesitli komplikasyonlarla (anjiopati, kardiyomiyopati,
norapati, nefropati ve retinopati gibi) karakterize bir sendromdur (135).

DM’nin biitiin tipleri ya dolasimdaki insiilin konsantrasyonlarmin azalmasindan
(insiilin yetersizligi) ya da hedef dokularin insiiline yanit verebilirliginin
azalmasindan (insiilin rezistansi) kaynaklanmaktadir. Diinyada en ¢ok kabul gdren
diabetes mellitus smiflamas1 Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan onerilen ve
DM’u 3 ana baslik altinda toplayan siniflamadir. Bu smiflamaya gore:

. Builk grup 4 alt bagliktan olugmaktadir.

a. Tip-1 Diabetes Mellitus: insulin Bagimli Tip (IDDM)

b. Tip-2 Diabetes Mellitus: Insulin Bagimsiz Tip (NIDDM)
c. Malnutrisyonla iligkili DM

d. Bazi kosullar ve sendromlarla beraber olan DM

II. Bozulmus glukoz toleransi ile beraber olan Tip

III. Gebelik diabeti (Gestasyonel diabet)

Diinya Saghk Orgiitii verilerine gore 2002 yilinda yaklasik 177 milyon olan ve
2025 il itibari ile diinyada yaklasik 300 milyon insan1 etkilemesi beklenen diyabet
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hastalarinin, uzun siirede (kan sekerinin diizenlenme diizeyine de bagli olarak)
yaklagik yarisinda noropati gelismektedir. Agrili diyabetik ndropati gelismis
iilkelerdeki en sik ndropati nedenidir ve nontravmatik ampiitasyonlarin %50-75'inden
sorumludur (136).

Noropatinin olugsmasinda etyopatogenezde hiperglisemi, diyabetin siiresi, ileri
yas, hipertansiyon, hipoinsiilinemi, hiperinsiilinemi vardir. Bunlar disinda bazi
bagimsiz risk faktdrleride etyolojide suclanmistir; sigara ve alkol kullanimi, uzun
boylu olmak, albiiminiiri, viicut kitle indeksi, trigliserid, kolesterol ve genetik
faktorlerden soz edilir. Erkeklerde, kadmlara oranla diyabete bagli noropati daha
siktir (137).

Diyabet periferal ve merkezi sinir sisteminde yapisal ve fonksiyonel
bozukluklara neden olur (138). Ogrenme ve hafiza bozulmasi diyabetli yetiskinlerde
gozlemlenmistir (133). Diyabet kronik hiperglisemi yoluyla biligsel bozukluklara da
yol agmaktadir (139). Tip I ve Tip II diyabet genel olarak viicudun tamaminda sinir
hasarma neden olur. Bu da c¢ogunlukla ayak parmaklarinda, ayaklarda, ellerde ve
kollarda agr1 ve uyusukluga yol acar. Bu kronik agr1 durumu, ruhsal duruma, hareket
kabiliyetine, calisma ve uykuya olumsuz yonde etki ederek yasam kalitesini
disiirmektedir (140).

Diyabetik noropatinin sebepleri tam olarak anlasilmis degildir ve etkin ideal bir
tedavisi halen yoktur. Tedavisi baslica kan sekerinin diizenlenmesidir, hastalara
ayrica B vitamin komplekslerinin verilmesi, parasetamol verilmesi, amitriptilin
tiirevi antidepresanlar hastalardaki noropatik agrilar1 azaltmakta fayda saglar. Son
zamanlarda yeni ¢ikan bazi antiepileptik ajanlarin da noropatik agrilara 1yi geldigi
bildirilmektedir. Ancak heniiz ideal diizeyde etkin bir tedavi gelistirilememistir.
Tedavi gelistirme cabalar1 devam etmekte olup selektif COX-2 inhibitdrleri, sodyum
kanal blokdrleri ve spinal eksitatorik ndrotransmitter antagonistlerinin etkileri halen
deneysel asamada denenmekte olup, yakin gelecekte klinik kullannma ge¢cme
potansiyeli vaat eden ajanlardir (141). Noropatik agr1 tedavisinde spesifik
mekanizmalar1 hedef alan tedavi yontemlerinin etkin oldugu diisiiniilmektedir.

Agrili diyabetik noropati konusunda, deneysel modeller gelistirilmis ve
patofizyolojik mekanizmanin anlagilmasi ve potansiyel tedavi uygulamalari i¢in

faydali modeller oldugu ortaya konmustur. Deneysel diyabet modeli, alloksan ve
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streptozosin (STZ) kullanilarak olusturulabilir (142). Kimyasal maddelerin her ikisi
de oksidan madde meydana getirerek Langerhans adaciklarini segici olarak haraplar.
Bu tez ¢alismasinda da kullanilan bir glukonitrozure olan STZ nin etki mekanizmasi
ise daha az anlagilmistir. Ancak STZ’nin uygun olmayan nitrik oksit (NO) cevaplar1
meydana getirdigi, NO cevabinin neden oldugu adacik hiicre yikimmimn artmasinin
diyabeti olusturdugu diistiniilmektedir. STZ’le indiiklenmis diyabet insiiline bagimli
tip 1 diyabet icin bir deneysel model olarak karekterize edilir (143). Bu modelde
diyabetin yol actig1 ilerlemis yapisal ve fonksiyonel anormalliklerin, hem periferal
hem de merkezi sinir liflerinde meydana geldigi tanimlanmistir (144). Oksidatif stres
diyabetik komplikasyonlar ve diyabetin altinda yatan bir mekanizma olarak
degerlendirilir. Oksidatif strese sebep olan serbest radikal gruplarindan biri reaktif
oksijen tiirleri (ROS)’dir. ROS diyabetlilerde yiikselir. Bunun ana kaynaklar1 glikoz
otooksidasyonunun ve metabolitlerinin dahil oldugu metabolitlerdir. Bunlarin
yanisira ilerlemis glikasyon, degisken prostanoid iiretimi ve anormal veya etkisiz
mitokondriyal fonksiyon vardir (145). Periferal sinirlerde yapilan g¢alismalarda
ROS’un direk olarak noronlar1 ve schwann hiicrelerini tahrip ettigi bulunmustur. Bu
durum diyabetle birlikte DKG’de ve onlarin mitokondrileri ve hiicre govdeleri
iizerine kotii etkilerin yanisira demiyelenizasyon ve aksonapati gibi kiimiilatif

norodejeneratif degisikliklere yol acabilmektedir (146).

1.9. Piirinerjik Sistem

Azotlu baz olarak da bilinen piirin ve pirimidinler niikleik asitlerin yapisina
katilan onemli organik bilesiklerdendir. Piirinler biri alt1 digeri bes atomdan olusan
iki halkasal yapinin kaynasmasindan ortaya ¢ikmustir. Pirimidinler ise yalnizca alti
iiyeli bir tek halkadan meydana gelir. Dort tane piirin dort tane de pirimidin bazi
mevcuttur. Piirinler; adenin, guanin, ksantin ve hipoksantinden olusurken
pirimidinler ise urasil, timin, sitozin ve orotik asitten olusur (147).

Bir piirin veya pirimidine riboz veya 2-deoksiriboz sekerlerinden biri eklenirse
niikleozit adi verilen bilesikler olusur. Niikleotitler, niikleozitlerin mono, di veya
trifosfat esterleridir. Riboz veya deoksiriboz sekerlerine bir veya daha fazla fosfat

grubunun eklenmesi ile niikleotitler ortaya ¢ikar. Mononiikleotitler, niikleozitlerdeki
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seker molekiiliiniin tek bir hidroksil grubunun fosforile edilmis seklidir. Ornegin
AMP, adenin + riboz + fosfat seklinde bir yap1 gostermektedir (148).

Hiicre icinde bir¢ok fizyolojik rolii ve gorevi bulunan ATP’nin hiicre disinda
hem periferik (149) hem de MSS’de (150) bir norotransmitter veya ndromodulator
olarak da rolleri vardir. ATP sinaptik vezikiillerde depolanir ve noradrenalin,
asetilkolin veya diger transmitterlerle birlikte saliverilir (151) ve kendilerine 6zgii
hiicre yiizeyi reseptorleri tizerinden etki eder.

Piirin niikleotit ve niikleozitlerinin hiicre dis1 etkileri ilk defa 1929 yilinda Drury
ve Szent-Gyorgyi (152) tarafindan kardiyovaskiiler sistemde daha sonra uterus ve
bagirsaklarda tanimlanmistir (153). Piirinlerin kardiyovaskiiler sistemdeki 6neminin
anlasilmasini takiben sinir sistemi tizerine etkileri ¢calisilmaya baslamistir.

Sinir-kas kavsaginda ATP’nin fizyolojik bir roliiniin oldugu ¢ok dnceden beri
biliniyordu. Buchthal ve Folkow kurbaga gastrokinemius kasindaki siyatik artere
ATP enjekte edilmesinin tetanus benzeri kasilmalara yol agtigmi gostermislerdir
(154). Aym1 zamanda siyatik arterin asetilkoline (ACh) duyarliligt ATP’nin 6n
uygulamasina bagli olarak belirgin sekilde artmistir. Yapilan bir¢ok calismada spinal
kanal boliimlerinin ATP’ye duyarli oldugu gosterilmistir (155). Emmelin ve
Feldberg kedilerde intravendz (iv) olarak uygulanan ATP’nin periferal, refleks ve
santral mekanizmalar1 etkileyerek kompleks etkileri baslattigin1 bulmuslardir (156).
Kedilerde ATP’nin lateral ventrikiile enjeksiyonu kas gii¢siizliigii, ataksi ve uykuya
egilim meydana getirmistir (157).

Adenozin veya ATP beynin ¢esitli bolgelerine uygulandigi zaman biyokimyasal
ve elektrofizyolojik degisiklilere sebep olur (158). ATP ve iligkili niikleotitlerin anti-
anestezik etkilere sahip oldugu gosterilmistir (159). ATP’nin periferik sinir
sisteminde bir norotransmitter olabilecegine dair ilk isaret kulak sinirinin antidromik
uyarilmasi esnasinda duyusal sinirlerden ATP’nin saliverilmesi sonucu tavsan kulak
arterinde vazodilatasyon meydana gelmesiyledir (160).

Hiicre ve doku hasar1 meydana geldiginde, egzositoz veya plazma membran
tastyicilarinin aktive olmasiyla ATP hiicre disa saliverilir. Eksitator veya eksitator
olmayan pek cok hiicre tipinin membraninda ATP veya diger niikleotitler icin
spesifik reseptorler bulunur. Niikleotit reseptorleri Pirinerjik (P)1 adenozin

reseptorlerinin aksine P2 reseptorleri olarak adlandirilirlar.
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Ekstraseliiler niikletitler norotransmitter ve hormon saliverilmesi, diiz kaslarin
ylizey reseptorleri baglantili mekanizmalar araciligi ile kasilmasi gibi ¢ok ¢esitli
hiicresel biyolojik olaylarda rol oynarlar (161). Tablo 2’de piirin ve pirimidin
reseptor alt tiplerinin genel dagilimi, agonist ve antagonistlerinin iletim

mekanizmalar1 goriilmektedir.
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Tablo 2. Piirin ve pirimidin reseptor alt tiplerinin genel dagilimi, agonist ve antagonistleri ile

iletim mekanizmalarim gdsteren tablo.

Kaynak (162)’den degistirilerek alinmugtir.

Reseptor Tipi  Genel Dagihm  Agonist Antagonist Iletim
Mekanizmasi
P1 (Adenozin)
Beyin, medulla spinalis, CCPA>R-PIA=S- DPCPX, N-0840,
A] testis, kalp, Otonom sinir  ENBA>NECA; CVT-510 MRS1754, Gi/Go|cAMP
sonlanmalari N-0840, WRC-0571
Beyin, kalp, NECA>CGS 21680=CVT- KF17837, SCH58261,  GstcAMP
Ao akciger,dalak 3146 ZM241385, KW 6002
. Enprofillin, GsTcAMP
A2B Kalin barsak, mesane NECA (nonselektif) MRE2029-
F20, MRS17541,
MRS1706
A3 Akciger, karaciger,beyin, IB-MECA>NECA>2-CI- MRS1220, L-268605, Gi/Go, G¢/G11, | cCAMP, PLC-
testis, kalp IB-MECA,; MRS1191, MRS1523, B aktivasyonu
DBXRM; VT160 VUF8504
P2X
Diiz kas, platelet, ATP=2-MeSATP>0f- TNP-ATP, IPsI, Intirinsik katyon kanallari
P2X; serebellum, DKG meATP=L-B,y-meATP NF023, (Ca*?wNa")
(hizl1 desensitizasyon) NF449
Diiz kas, MSS, retina, ATP>ATP y S>2- Suramin, isoPPADS, Intirinsik iyon kanallart
kromaffin hiicreler, MeSATP >>0f3- meATP RB2, (6zellikle Ca™)
P2X, otonom ve duyusal (pH + ginko duyarlr) NF770, NF279
gangliyonlar
i 2-MeSATP>ATP> of- TNP-ATP, PPADS, o
P2X5 Duyusal nor'onléir,NTS, meATP >ApsA (hizli A317491, NF110, Ip51, Intirinsik katyon kanallar:
baz1 sempatik noronlar desensitizasyon) Fenol kirmizist
P2X4 MSS, testis, kolon ATP>> of- meATP =2- TNP-ATP (zayif), BBG intirinsik iyogkanal]ar]
MeSATP =CTP (zay1f), fenolftalen (ozellikle Ca )
Deri, bagirsak, mesane, ATP=2MeSATP= ATP Suramin, PPADS, ST
P2X5 timus, mgedulla spinalis S> af- meATP ! BBG Intirinsik iyon kanallart
P2X6 MSS, motor néronlar Intirinsik iyon kanallart
Apopitotik hiicreler, BzATP>2MeSATP> KN62, KN04, Lo
P2X, immiin hiicreler, ATP>>aB- meATP MRS2427,RN6189, Intirinsik katyon kanallan
pankreas, deri Az11645373,
A-740003
P2Y
P2Y] Epitel, endotel ve immiin ~ MRS2365>2-MeSADP MRS2179, MRS2500, Gq¢/G11; PLC-B aktivasyon
hiicreler, platelet, =ADPfS>2-MeSATP MRS2279, PIT
osteoklast =ADP>ATP
P2Y2 Immiin hiicreler, epitel 2-thioUTP>UTP=ATP Suramin> RB2, Go/G11 ve muhtemelen Gi/Go;
ve endotel hiicreler, >UTPyS;INS 37217; INS AR-C126313 PLC- B aktivasyon
bobrek tiibiilii, osteoblast 365
P2Y4 Endotel hiicreler UTP>ATP>UpsU>UTPyS; = RB2>suramin Gq/G11 ve muhtemelen Gi,
INS 37217 PLC-B aktivasyon
P2Y6 Bazi epitel hiicreleri, 3-Fenilagil-UDP>UDPBS> MRS2578 ) .
plasenta, T hiicreleri, >UDP>UTP>>ATP Go/Gi; PLC-p aktivasyon
timus
I AR-C67085MX>BzATP Suramin>RB2, NF157,  Gq/Gi1ve Gs; PLC-B
P2Y 1, Dalak, barsak, granilosit  _p ¢ \Tp. NF546 51_AMPS, NF340 aktivasyon
L CT50547, AR- . N
P2Y12 Platelet, glial hiicreler 2-MeSATP>2-MeSADP C69931MX, Gui, adenil siklaz inhibisyonu
~ADP>ATP INS49266, AZD6140,
PSB0413, ARL66096,
2-MeSAMP
Dalak,beyin, lenf nodu, ADP=2-MeSADP>>2- MRS2211, 2- )
P2Y3 kemik méi MeSATP>ATP MeSAMP Gi/Go
Plasenta, adipoz doku, UDP glukoz>UDP- )
P2Y14 mide, beynin gesitli galaktoz Gi/Go

bolgeleri
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1.9.1. Piirinerjik Reseptor Alt Tipleri

Piirinerjik sinir hipotezi (mesane ve bagirsak diiz kasinda ATP’nin bir
transmitter olarak nonadrenerjik, nonkolinerjik (NANC) iletimden sorumlu oldugu)
ilk kez 1972 yilinda Burnstock tarafindan Onerilmis (163) ve piirinerjik
reseptorlerden bu yilllarda bahsedilmeye baslanmistir (164). Iki yil sonra
plirinoreseptorler P1 (adenozin) ve P2 (ATP/ADP) olarak tanimlanan 2 ana tipe
ayrilmistir (165). Yine bu yillar iginde P1’in 2 alt tipi tanimlanmistir (166). P2
reseptorlerinin farmakolojik olarak P2X ve P2Y alt tiplerine ayrilmasi ancak 1985
yilinda gerceklesmistir (165). Bir yil sonra platelet membraninda bulunan ve ADP’ye
selektif P2T reseptorii ile makrofaj membraninda bulunan P2Z reseptorii olmak tizere
2 farkli P2 piirinoreseptor alt tipi tanimlanmustir (167). Bu reseptorleri takiben
tanimlanan reseptorlerden P2U reseptorii ATP’ye oldugu kadar UTP gibi
pirimidinlere de duyarliydi (168). 1994 yilinda Mike Williams’mn diizenledigi bir
toplant1 da P2 piirinoreseptorlerin rastgele alfabetik olarak isimlendirilmesini temel
alan smiflandirmanin yeterli olmadig: kararina varilmistir. Abbracchio ve Burnstock
(169) iletim mekanizmas1 c¢aligmalar1 (170) ve niikleotit reseptdrlerinin
klonlanmasma dayanan yontemlerle (171) piirinoreseptorlerin P2X (ligand-kapili
iyon kanal reseptorleri) ve P2Y (G protein-bagimli reseptorler) olmak iizere 2 ana
aileye ait olmasi gerektigini 6nermislerdir. Bu bilimsel siniflandirma biiylik oranda
kabul gormiistiir. Su ana kadar 7 tane P2X ve 8 tane de P2Y reseptor alt tipi
memelilerde tanimlanmistir. Bu reseptorler piirinlere oldugu kadar pirimidinlere de
duyarhdir (172). Diadenozin polifosfataz igin C6 glioma hiicreleri ve sican orta
beyninde presinaptik terminallerinde reseptorler tanimlanmistir, fakat heniiz

klonlanamamaistir (173).

1.9.1.1. P1 Reseptorleri

P1 reseptorlerinin A, Aza, Asg ve Az olmak tlizere 4 alt tipi tanimlanmigtir (174).
P, adenozin reseptdrlerinin hepsi G protein kenetli reseptorlerdir ve tiim G protein
ciftlerinde oldugu gibi 7 TM bolge icerir. Proteinin NH, (N) terminali hiicrenin
disina, COOH (C) terminali ise membranin sitoplazmik tarafina dogru uzanwr. Tipik
olarak hiicre dig1 halka TM4 ve TMS5 arasinda ve sitoplazmik halka ise TM5 ve TM6

arasinda genislemistir. Reseptoriin hiicre i¢i segmenti G protein ile etkileserek hiicre
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ici sinyal iletim mekanizmalarini aktive eder. TM bolgeleri igerisindeki kalintilar
ligandin tanmmmasi ve baglanmasinda ¢ok onemlidir. N terminali ve C terminalinin
ligand baglanmasi ile iliskisi goziikmemektedir (175). Sigirlarda A; adenozin
reseptoriiniin - bolgesel mutasyonu TM6 ve TM7’de histidin rezidilerinin
korunmasinin ligandin baglanmasinda 6nemli oldugunu gostermistir. P1 reseptor alt

tipleri i¢in spesifik agonist ve antagonistler mevcuttur (175).

1.9.1.2. P2X Reseptorleri

P2X reseptorleri ATP tarafindan aktive olan ligand kapili non selektif katyon
kanallaridir (176). P2X reseptor alt birimlerini kodlayan 7 gen vardir (177) ve P2X
reseptorleri en az yedi alt gruba (P2X;_7) ayrilir. Bu reseptorler % 26-47 oraninda
benzerlik gosterir ve aminoasit uzunlugu her bir reseptor i¢in 379 ile 595 arasinda
degisir (178). Tim P2X alt tipleri genis hiicre dis1 bir halka, hiicre i¢i N ve C
terminali ve 2 TM (TM1 ve TM2) bolge icerir (179). Hiicre i¢i N ve C sonlanmalar1
protein kinazlar icin baglanma yerlerini olustururlar (171). TM bdlgeler iyon
gecirgenliginde rol alir (180) ve sahip olduklar1 kalintilarla reseptére agonist veya
antagonistlerin baglanmasimni etkilerler (181).

P2X reseptorlerinin varligi beyindeki noronlarda, retinada, medulla spinalisteki
noronlarda, glial hiicrelerde, otonomik néronlarda, primer duyusal noronlarda,
epitelyal ve endotel hiicrelerde, iskelet kaslarinda ve kan hiicreleri gibi ¢esitli doku
ve hiicrelerde gosterilmistir (178).

P2X reseptorleri ilizerinde antagonistik etkilere sahip pek ¢ok ajan mevcuttur.
Bunlar arasinda suramin, piridoksal fosfat-6-azofenil-2,4’-disiilfonik asit (PPADS)
(182), ti¢ degerlikli katyonlar (183), hiicre disinin asidifikasyonu, Zn™* (184) ve
sibakron mavisi (185), trinitrofenil (TNP) ATP (186), MRS 2220 (187) P2X
reseptorleri lizerine antagonistik etkiler gosterirler.

ATP, of-metilen ATP (a,b Me-ATP), 2 metil-tiyo ATP (2 Me-S-ATP) ve
benzoil-benzoil ATP (BzATP) ise P2X reseptorlerinin agonistleridir (188).

1.9.1.3. P2Y Reseptorleri
P2Y reseptorleri niikleotitlerle aktive olan G protein bagimli reseptor ailesine
mensup reseptorlerdir. P2Y reseptorlerinin adenin veya urasil ve 5’-difosfatlar veya

5’-trifosfatlara karsi ¢esitli duyarlilifa sahip en az 8 (P2Y2456,11,12,13,14) farkl alt tipi
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vardir (189, 190). P2Y reseptorlerinin 1-14 arasindaki eksik numaralar1 ya memeli
olmayanlara ya da P2Y reseptorlerine baz1 yonlerden benzeyen fakat niikleotitlere
cevap verdiklerine dair kanitlar bulunmayan reseptorlere aittir.

Metabotropik P2Y reseptorleri hiicre dis1 N terminali ve hiicre i¢i C terminali ile
karakterizedir. C terminali, protein kinaz i¢in baglanma bolgelerine sahiptir. Diger G
protein kenetli reseptorlerde oldugu gibi P2Y reseptorleri 7 TM bdlgeye sahiptir. Bu
TM bélgelerde ligandlarin baglanmasi igin cepler bulunmaktadir. Ozellikle TM3,
TM6 ve TM7 olmak iizere bazi TM bolgeler arasinda yliksek oranda benzerlik
vardir. TM6 ve TM7 de bulunan spesifik aminoasit motifleri ekstraseliiler
niikleotitlerin baglanmasi i¢in dnemlidir. Insanlara ait P2Y reseptorlerinde ortak olan
TM6 H-X-XR/K motifi agonist aktivitesi i¢in dnemlidir (191). TM7 de bulunan A
Q/K-X-X-R motifin P2Y,46 ve P2Y; reseptorlerinde ligand baglanmasmna katki
sagladig1 onerilmektedir. P2Y 13,14 reseptorlerinde bu motif ile birlikte K-E-X-X-L
motifi ligand baglanmasini etkiler.

Farmakolojik olarak P2Y reseptorleri birka¢ gruba ayrilabilir. Bunlardan birinci
grup ADP ve ATP’ye duyarli olan insan ve kemirgen P2Y,, P2Y 2, P2Y 3, ve P2Y;
reseptorleri (192), ikincisi urasil niikleotitlerine duyarli olan insan P2Y4 ve P2Y,
reseptorleri, liglinclisii hem adenin hem de urasil niikleotitlerine duyarli olan insan ve
kemirgen P2Y,, kemirgen P2Y4 ve muhtemelen P2Y; reseptorleri, dordiinciisii ise
sadece UDP-glukoz ve UDP-galaktoz gibi seker niikleotitlerine duyarli olan P2Y 4
reseptoridiir.

Yapisal ve filogenetik kriterlere gore yapilan bir smiflamaya gore ise P2Y
reseptorlert iki farkli gruba ayrilmaktadir. Birinci grup P2Y4611 reseptorlerini
ikinci grup ise P2Y 13,14 reseptorlerini icerir. Klonlanan bu reseptorler arasinda
aminoasit dizilisleri % 21-48 oraninda 6zdestir. ikinci gruptaki reseptorler arasindaki
benzerlik daha yiiksektir. P2Y;; reseptorii diger reseptorlerden farkhidir. P2Yy,
reseptorii P2Y; reseptoriine farklilasabilir ve daha sonra ¢esitli modifikasyonlarla
ayr1 bir reseptore doniigebilir. Ayrica bu iki P2Y reseptor alt grubu iliskili olduklar1
G protein giflerine gore de ayrilirlar. Ik gruptaki (P2Y1246.11) reseptorler temel
olarak G¢/Gi;’1 kullanarak PLC/IP3 yolagmni aktive ederek hiicre ic¢i kalsiyum
saliverilmesine sebep olurlar. 2. gruptaki reseptorler (P2Y12,314) ise G protein

ailesinin Gy, iiyeleri araciligi ile adenil siklaz inhibisyonu yapar (190). Ozellikle
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birinci grup olmak tizere 2 farkli G protein kullanan reseptorler de rapor edilmistir
(193). Ornegin 2. grup reseptdrlerden P2Y 3 Ggis’yr kullanarak PLC’yi stimiile
ederken (194), P2Y; reseptorii G araciligi ile adenilat siklazi stimiile eder (188).
P2Y reseptorlerinin viicutta genis bir dagilimi vardir. Bu reseptorler; uyarilabilir
hiicreler, noronlar, glial hiicreler, kas hiicreleri, immiin hiicreler, endokrin ve adipoz
dokular, bagirsak, karaciger, safra sistemi, bobrek, mesane, akciger, kemik ve
kikirdak, deri, endotelyal hiicreler, 6zel duyu organlar1 ve plateletlerden eksprese

edilmistir (195).

1.9.1.4. P2Y12 Reseptorii

P2Y, reseptorleri genellikle megakaryositler/trombositlerde eksprese edilir ve
bu reseptorler antiplatelet ilag klopidogrelin aktif metabolitinin molekiiler hedefidir
(196). Bu metabolit hiicre dis1 halkanin sistin kalintilarin1 baglayarak ligand
baglayicinin inhibisyonuna neden olur (197). Giglii direk etkili yarigmali P2Y,
antagonistleri mevcuttur ve bunlarin hepsi ATP analogudur (198). Plateletlerin
yaninda P2Y, reseptoriiniin ekspresyonu beynin alt bolgelerinde de gosterilmistir
(199), fakat fonksiyonlar1 heniiz bilinmemektedir. Glial hiicreler (200), beyin kapiller
endotelyum hiicreleri (201), diiz kas hiicreleri (202), ve kromaffin hiicreleri (203)
P2Y,, eksprese eder. Bu farkli bolgelerde yerlesmis olan P2Y), reseptorlerinin
gorevleri arastirilmaktadir. P2Y,, knock out farelerde, uzamis kanama zamani,
ADP’ye platelet agregasyonunun inhibisyonu ve c¢esitli modellerde arteriyal
trombozise diren¢ goriilmektedir (204). Insanlarda bu reseptdriin  molekiiler
defektleri mevcuttur, bu durum hemorajik sendromlarla sonuglanir. Bdyle ayni
fenotip gosteren 4 aile tanimlanmistir. Bunlardan tigiinde reseptor ekspresyonunda
bir defekt mevcuttur, diger ailede ise reseptordeki bir mutasyona bagli olarak
fonksiyonel olarak etkisiz reseptorler yapilmaktadir (205). Bu reseptor suramin ve
Reactive Blue 2 tarafindan bloke edilir. 2 Me-S-ADP’nin giiclii agonistik etkisine
karsin, 2 Me-S-AMP diisiik affiniteli antagonisttir (199). ATP de trifosfat tiirevleri
gibi insan P2Y), reseptorlerinde antagonistik etkilere sahiptir (206). ATP diisiik
affiniteli antagonist iken, bazi trifosfat analoglari; AR-C67085 ve kangrelor olduk¢a
giiclii ve yarigmali antagonisttir (198). AR-C67085 insan P2Y; reseptoriinii ve hem
AR-C67085 hem de kangrelor insan ve sigan P2Y;3; reseptorlerini bloke eder.
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Tiyenopiridin bilesiklerinin aktif metabolitleri P2Y,’ye selektif antagonist olarak
etki etmektedir. Tiyenopiridin bilesikleri tiklopidin, klopidogrel ve prasugrel in vivo
olarak kullanildiginda ADP’nin indiikledigi platelet agregasyonunu giiclii bir sekilde
inhibe eder (207). Adenozin bifosfatlarin asiklik analoglar1 P2Y,, reseptor

antagonistleridir.

1.9.2. Piirinerjik Sistem ve Agn

Ekstraseliiler adenin (ATP, ADP) ve urasil niikleotitlerinin (UTP, UDP ve UDP-
glukoz) araciligi ile olan sinyallesmenin duyusal sistemlerle iligkisi uzun zamandan
beri bilinmektedir. Bu molekiiller P2X ve P2Y reseptorleri araciligi ile bir
kotransmitter ve/veya noromodiilatdr olarak etki ederler (208). Bircok etkisinin
yaninda ekstraseliiler niikleotitlerin spesifik bir 6zelligi temel algojenik transmitter
olarak bilinmesidir (209). ATP’nin sebep oldugu agrinin mekanizmasmnin ortaya
cikarilmasidaki belirgin ilerlemeler son zamanlarda hiicre yilizeyinde kesfedilen
ATP ve diger niikleotitleri taniyan duyusal noronlardaki reseptorlerdir (210). Primer
afferent duyusal ndronlarin bir alt grubunda ATP ve onun analoglar1 P2X (211) ve
P2Y (212) reseptorleri araciligi ile elektrofizyolojik ve biyolojik cevaplar iiretmistir.
Periferal duyusal sinirlerde oldugu kadar MSS’de nosiseptif noronlarda ve duyusal
gangliyonlarda eksprese edilen P2X; ve P2X,/; kanallarinin ATP’nin tetikledigi agr1
sinyallerinin iletiminde esas rolii oynadig1 yaygin kabiil gérmektedir (213). Bununla
birlikte diger kalsiyum-iliskili P2 reseptorleri agr1 sinyallerine katkida bulunabilir
(214).

ATP deriye uygulandigi zaman agr1 duyusunu giiclii bir sekilde uyarmustir.
Ayrica ATP kapsaisin duyarli TRPV; reseptorlerinin aktivasyonu i¢in gerekli olan
termal esigi disiirmiistiir. ATP’nin varliginda bu reseptorler normal viicut isisinda
agr1 duyusunu tetikleyebilmektedir (214). Ekstraseliiler ATP konsantrasyonu doku
travmasi, inflamasyon, visseral gerginlik ve migren gibi durumlarda belirgin olarak
artmaktadir. Bu artis P2 reseptorlerinin aktivasyonuna sebep olarak agri1 duyusuna
katkida bulunur veya agr1 duyusunu diizenler (215). Bununla birlikte, P2X veya P2Y
reseptorlerinin  farmakolojik olarak bloklanmasi veya ekspresyonunun duyusal
noronlarda veya medulla spinaliste baskilanmasi mekanik veya termal etki ile

tetiklenen akut fizyolojik agriya etkisi kii¢iik olmustur (216), fakat inflamatuar agriy1
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azaltmistir. Endojen ATP ve onun reseptdrleri fizyolojik durumlardan ziyade
noropatik agr1 veya inflamatuar agr1 gibi kronik agri1 durumlarinda daha fazla 6ne
cikmaktadir (217) .

Son yillarda elde edilen bilgiler merkezi sinir sisteminin immiin effektor
hiicreleri olan mikroglialarin noropatik agr1 patogenezine katkilar1 oldugunu
gostermektedir (218). Bundan dolayr mikroglialar son yillarda noropatik agri
tedavisinde artan bir yayginlikta hedef alinmaya baslamistir. Hiicre dis1 niikleotitler
mikroglialarin gii¢lii uyaricilar1 olup (219) piirinerjik P2 reseptorlerini aktive ederek
cesitli fizyolojik ve patofizyolojik siireclerde onemli roller oynamaktadir (208).
Mikroglialarin P2X,, P2X;, P2Y¢ ve P2Y;, pirin reseptorlerini yaygin olarak
eksprese ettigi gosterilmistir (220). P2X, sinir hasar1 sonucunda spinal mikroglial
hiicrelerde artis gosterdigi ve beyin kokenli norotrofik faktorler salivererek noropatik
agriya katkida bulundugu bildirilmistir (221).

Bu bulgular gbz oniine alindiginda néropatik agr1 ve inflamatuar agri tiplerinde
pirinerjik sistemi hedef alan farmakolojik yaklagimlar tedavide umut verici olabilir

(208).

1.9.3. P2Y Reseptorleri ve Agr

Kurbaga DKG hiicrelerinde gergeklestirilen oOnciil bir c¢alismada, ATP
uygulanmasmin bu hiicreleri depolarize ederek AP ateslemesine yol actigi tespit
edilmistir (222). Hiicre i¢ine, G-protein aracili reaksiyonlar1 inhibe eden guanozin
5S-0O-(2-tiyobisfosfat, GDP-b-S) uygulanmasinin ATP’nin bu etkisini inhibe etmesi
bulgusu P2Y reseptorlerinin rol oynadigimi vurgulamaktadir. ATP’nin bu etkisine
diisiik esikli, inaktive olmayan, voltaj bagimli K akimi (M akimi) aracilik eder ki bu
akim istirahat membran potansiyelinde belirgin olarak rol oynamayip
depolarizasyonda devreye girip ndronal hiicre uyarilmasi iizerine dinamik bir fren
gibi etki ederek atesleme frekansi adaptasyonunda rol oynar (223). Bu M-akimi
agonistlerinin antinosiseptif etkili oldugu g6z Oniine alindiginda (224) ve P2Y
reseptorlerinin bu akimlar1 inhibe ettigi bilindiginden P2Y reseptdrlerinin agri

iletimini uyardig: diisiiniilebilir.
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DKG hiicre kiiltiirlerinde ATP ve ADP’nin TRPV, aktivasyonuna yol agtig1 ve
P2Y, reseptorlerinin TRPV, kanallar1 araciligi ile nosisepsiyonda rol aldigi da
gosterilmistir (225).

DKG sinir hiicreleri hem santral hem de periferal yonde duyusal noropeptitleri,
aspartat ve gluatamati aksonal olarak transport ederek reseptér ve iyon kanallarina
ulastirir (226). Bu hiicrelerde aksonal transportun inhibisyonunun, periferal hasarin
santral noronlara sinyalle bildirilmesini durdurarak néropatik agriyr durdurdugu
bilinmektedir (227). Yeni bir ¢alisgmada mikrogliyal P2Y; reseptor aktivasyonunun
(reseptor antagonisti ve reseptor knock-out fare kullanilarak gerceklestirilen ¢alisma)
noropatik agrida rol oynadigi gosterilmistir (228). Bu bulgu P2Y, reseptorlerinin
bloklanmasinin néropatik agr1 tedavisinde etkin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Farkli piirin reseptorlerinin oldugu ve farkli hiicresel mekanizmalarla kenetli
olaylar1 baslattig1 bilinmektedir. Doku hasarina bagli olarak farkli P2 reseptorleri
araciligr ile ATP’nin nosiseptif duyarliligi degistirilebilir. Farmakolojik spesifik
antagonistler gelistirilerek veya genetik yoksunluk olusturmay1 kapsayan farkli
deneysel stratejiler ile gerceklestirilen calismalar P2X3, P2X55, P2Xy4 ve P2X7; ve
P2Y (6r. P2Y,) reseptor alt tiplerinin agri1 iletiminde rol oynadigmi ve agri
duyusunun algilanmasini modiile ettigi gdsterilmistir. Ornegin P2X; antagonisti A-
317491 farkl hayvan modellerinde agriy1 blokladig, selektif P2X; ve P2Y, reseptor
antagonistlerinin yangisal ve noropatik agriya duyarliligi azalttigi da gosterilmistir

(229).

1.10. Klopidogrel
Klopidogrel (Klopidogrel hidrojen siilfat, C0614, C;sHisCINO,S,H>SO4: 419.90)
antitrombotik olarak klinikte yaygin kullanima sahip tiyenopiridin tiirevi bir ilagtir

(230). Sekil 3’te klopidogrelin kimyasal yapis1 goriilmektedir.

Cl COOCH3
>
S
e HSO,

Sekil 3. Klopidogrelin kimyasal yapisi.
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Tiyenopiridin grubu ilaglar, P2Y, reseptoriine selektiftir ve bu reseptorii geri
dontistimsiiz olarak inhibe ederler (199). Klopidogrel, ADP reseptor antagonistidir ve
bir 6n ilactir. Hepatik sitokrom P 450 3A4 (CYP 3A4) enzimi ile okside olduktan
sonra aktif metabolitine doniisiir (231). Oral yoldan alman ilacin sadece %50’si
emilirken, biyoyararlanimi yemeklerden etkilenmez.

Klopidogrel 75 mg dozundaki oral uygulamalari takiben hizla emilmekte ve doz
uygulamasindan yaklasik bir saat sonra kan dolasgimmda bulunan baslica
metabolitinin plazmadaki pik seviyelerine ulasmaktadir. Klopidogrel ve metaboliti
plazma proteinlerine geri doniisiimlii bir sekilde baglanmakta, hizli hidroliz
siirecinden gegerek karboksilik asit tiirevine doniismektedir (232).

Insanlarda, 120 saatlik bir aralikta yaklasik % 50 oraninda idrarla ve yaklasik %
46 oraninda fegesle atilir. Dolagimdaki ana metabolitin eliminasyon yar1 6mrii tek ve
tekrarlanan uygulamalardan sonra 8 saattir (233).

Klopidogrelin toksisite endeksi cok diisiiktiir. LDsy degeri sigcanlar i¢in 1500
mg/kg olarak tespit edilmistir.

1.11. MRS 2395

Bir dipivaloil tiirevi olan MRS 2395 (2,2-Dimetil-propiyonik asit 3-(2-klor-6-
metil aminopiirin-9-yl)-2-(2,2-dimetil-propionil oksimetil)-propil ester, M5942,
C20H30CIN504: 439.94) P2Y,, reseptoriiniin selektif antagonistidir (234). Sekil
4’te MRS 2395’in kimyasal yapis1 goriilmektedir.

NHCH

S
AN ol ClCH)s

chwmm
O

Sekil 4. MRS 2395’in kimyasal yapisi.
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MRS 2395 insanlarda ve siganlarda ADP’nin indiikledigi platelet agregasyonunu
inhibe eder. Bu etkisini gercgeklestirirken P2Y; reseptoriiniin indiikledigi PLC
aktivitesini etkilemeden ADP’nin indiikledigi sAMP yolaginin inhibisyonunu
antagonize eder. MRS2395 ICsp’de 3.6 uM dozunda ADP’nin indiikledigi trombosit
agregasyonunun antagonize eder (234).

Bu tez calismasinda selektif P2Y;, reseptor antagonisti klopidegrol ile yeni
kesfedilmis olan MRS 2395’in deneysel diyabetik ndropati gelistirilmis fare
modelinde agr1 lizerine etkilerinin incelenmesi amaglandi. Ek olarak bu iki ajanin
agr1 lizerine olan olas1 etkilerinin mekanizmasi sican DKG hiicrelerinde hiicresel

diizeyde irdelenerek kalsiyumun ve rol oynayan hiicresel yolaklarin rolii arastirildi.
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2. GEREC VE YONTEM
Bu ¢alismada hem DKG primer hiicre kiiltiirii hazirlanarak hiicresel agr1 modeli,
hem de hot plate testi kullanilarak in vivo deneysel agr1 modeli olusturuldu. Bu iki
farkli deney protokoliinden birincisinde DKG hiicrelerinde kalsiyum goriintiileme
yontemi ile klopidogrel ve MRS-2395’in etkileri incelendi. Ikinci protokolde ise
normal ve diyabetik ndropati olusturulmus farelerde /ot plate testi kullanilarak agri
esikleri belirlendi. Boylece hem in vivo hem de in vitro yontemlerle klopidogrel ve

MRS-2395’1n agr1 sinyalleri lizerine etkisinin olup olmadig: incelendi.

2.1. Sican Dorsal Kok Gangliyon Noronlarinin Primer Kiiltiirii

Bu calismada, sican DKG hiicreleri enzimsel ve mekanik islemlerle izole
edilerek tek hiicreler halinde hazirlandi ve kalsiyum goriintiileme deneylerinde
kullanildi. DKG hiicrelerinin izolasyon ve kiiltiiri Forda ve Kelly (1985) adli
arastrmacilarin gelistirdigi ve asagida ayrintili bir sekilde anlatilan metoda gore

gergeklestirildi (235).

2.1.1. Kiiltiir I¢in Kullanilan Soliisyonlar ve Kimyasal Ajanlar

A) Steril Su: Cift distile suyun laminar hava akimli giivenlik kabini igerisinde
0.2 um ¢apinda olan filtrelerden gegirilmesiyle elde edildi ve otoklavda steril edilmis
cam siselerde muhafaza edildi.

B) Etil Alkol: % 99.7 - % 100 safliktaki etanol iki defa distile edilmis suyla
seyreltilerek % 70’lik oranda hazirland1 ve pliskiirtmeli bir agizlig1 bulunan sisede
tutuldu.

C) Steril Dulbeco’nun Tamponlanmis Fosfat Tuzu (PBS) (Amresco, Solon,
Ohio, ABD; kalsiyum ve magnezyum igermeyen): 1 tablet PBS, 100 ml bidistile
suyun icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 0.22 um capindaki filtreden gegirilerek steril
bir siseye konuldu. Hazirlanan PBS +4 °C’de 2 hafta boyunca saklandi ve ihtiyag
durumunda kullanildi.

D) Poly-L-Ornitin (Sigma; Steinheim, Almanya): Poly-L-Ornitinin 25 mg/ml
olacak sekilde stok soliisyonu hazirlandi ve 10 ml’lik steril siselerde 100 pl olacak
sekilde boliinerek -20 °C ‘de saklandi.
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E) Laminin (Sigma; Steinheim, Almanya): Laminin 1 mg/ml olacak sekilde
stok solusyonu hazirland1 ve 5 ml’lik steril siselerde 10 pl olacak sekilde boliindii.
Bu 10 pl lik stoklar -70 °C*de tutuldu ve kiiltiir hazirlandig1 giin lamellerin tizerine
koymadan 6nce 2 ml steril PBS eklendi.

F) Ham’s Nutrient Mixture F14 ve F12 (Imperial; Andover, Hmpshire,
Ingiltere ve Gibco; Paisley, Iskogya): Hem F14 hem de F12 hiicre kiiltiirii ve duyusal
noron caligmalar1 i¢in gelistirilmistir. L-Glutamin iceren, NaHCO3 icermeyen toz
halindeki bu karisimlar, bidistile su ile sirastyla 11.93 g/l ve 10.63 g/l olacak sekilde
hazirlanarak 10 ml’lik kisimlara ayrildi ve -20 °C’de tutuldu.

G) At Serumu (Sigma; Steinheim, Almanya): At Serumu 10 ml steril tiiplere
konuldu ve -20 °C ‘de saklandu.

H) Sodyumbikarbonat (NaHCO;; Sigma; Steinheim, Almanya): Kiiltiir
medyumunun pH’smi ayarlamak i¢cin 1.2 mg/ml olacak sekilde medyuma ilave
edildi.

I) Penisilin/Streptomisin (Sigma; Steinheim, Almanya): 5000 [U/ml penisilin
ve 5000 pg/ml streptomisin olacak sekilde 1 ml’lik stoklar hazirland1 ve kiiltiir
medyumu hazirlamada kullanilincaya kadar -20 °C“de saklandi.

J) Kollagenaz (Tip XI) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril su igerisinde
%1.25 olacak sekilde diliie edildi ve 1 ml’lik kisimlara ayrilarak -20 °C*de saklandu.

K) Tripsin (Tip I) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril PBS icerisinde % 2.5
olacak sekilde diliie edildi ve 1 ml’lik kisimlara ayrilarak -20 °C*de sakland:.

L) Deoksiriboniikleaz (DNAz, Tip IV) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril
PBS igerisinde 1600 Kunitz/ml olacak konsantrasyonda hazirlandi ve 1 ml’lik
kisimlara ayrilarak -20 °C‘de saklandi.

M) Sinir Biiyiitme Faktorii (NGF, 2.5S) (Sigma; Steinheim, Almanya): Sinir
biiylitme faktori steril su icerisinde 100 png/ml olacak konsantrasyonda hazirlandi ve
bu solusyon F14 igerisinde 1 pug/ml olacak sekilde seyreltildi. 500 ul’lik kisimlara
ayrilarak -20 °C ‘de saklandu.

Sinir biiylime faktorii embriyonik duyusal ve sempatik ndronlarmm yasamini

siirdiirmesinde ve farklilasmasinda ¢cok 6nemli bir yere sahiptir (236).
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2.1.2. Kiiltiir Vasati

100 mililitrelik bir kiiltiir medyumu asagidaki sekilde hazirlandi:

10 ml at serumu

10 ml modifiye edilmis Dulbeco medyumu

1 ml Penisilin/Streptomisin

120 mg NaHCO3

Bu karisim distile su ilave edilerek 100 mililitreye tamamlandi, filtreden
gegirilerek sterilize edildi ve kullanilana kadar +4 °C’de saklandi. Her bir kiiltiir

yapilmadan 6nce bu soliisyon taze olarak hazirland1.

2.1.3. Kiiltiir I¢in Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri
Sterilizasyon amaciyla 0.22 um porlara sahip filtre

94 x 16 mm ebata sahip, yuvarlak, steril genis petri kutu

35 x 10 mm ebata sahip, yuvarlak, steril kii¢iik petri kutu
Steril 50 ml polipropilen koni tiip

Steril 15 ml polipropilen koni tiip

22 x 22 mm ebata sahip, kare, cam mikroskop lameli

150 mm uzunlukta cam pastor pipeti.

2.1.4. Diseksiyon Malzemeleri

1 tane 220 mm uzunluga sahip biiyiik makas

1 tane 80 mm uzunluga sahip kii¢iik makas

1 tane ucu 12 mm uzunluga sahip i¢i yayli makas

1 tane 15 cm uzunluga sahip forseps

1 tane ince uglu diiz forseps; 0.07x0.03 mm uca ve 12 cm uzunluga sahip

1 tane ince uclu egri forseps; 0.07x0.03 mm uca ve 12 cm uzunluga sahip.

2.1.5. Diger Ekipmanlar

Laminar hava akimli giivenlik kabini, Sinif I Laminar Flow (Bilser, Ankara)
Otomatik CO, inkiibatorii, model: Heracell (Heraus, Hanau, Almanya)
Diseksiyon mikroskobu, model: BO61 (Olympus, Tokyo, Japonya)

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

Sarjl pipet.
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2.1.6. Dorsal Kok Gangliyonu Hiicre Kiiltiirii Iicin Genel Prensipler

Hiicre  kiiltiiri  yapilmast  ve  saklanmasi  smrasinda  olusabilecek
kontaminasyonlara karsi gerekli onlemler alindi. Bu amagla kullanilan tiim cerrahi
malzemeler, Pastor pipeti, cam saklama kaplari, pipet ve pipet uclar1 otoklav (Niive,
Ankara) yardimiyla sterilize edildi. Otoklavdan alinan malzemeler laminar hava
akiml giivenlik kabini icerisine konulmadan 6nce % 70’lik alkolle tekrar temizlendi
ve laminar hava akimli giivenlik kabini icerisine yerlestirildi. Steril halde temin
edilen plastik malzemeler ise kullanilmadan 6nce % 70’lik alkol sprey {lizerlerine
sikildiktan sonra diger cam malzemelerin yanina laminar hava akimli giivenlik kabini
icerisine yerlestirildi. Laminar hava akimli giivenlik kabini igerisindeki ultraviyole
151k kaynagi, kabinde hiicre kiiltiirii yapilmadigi zaman araliklarinda agik birakildi.
Cerrahi malzemeler belirli periyotlarla, cam malzemeler ise her hiicre kiiltiirii
yapilmadan once sterilize edildi. Hiicre kiiltiiriiniin koyulacagi inkiibatoriin nemi, gaz
diizeyi, sicaklig1 ve temizligine 6zen gosterildi.

Hazirlanan tiim soliisyonlarin pH’st (Thermo Orion, Beverly, ABD) ve
osmolaritesi pH metre ve ozmometre (Gonotec, Berlin, Almanya) kullanilarak
oOlgtildii. Soliisyonlar ve cam saklama kaplarinin {izerine sirasiyla malzemenin ismi,

hazirlandigi tarih ve hazirlayan kisinin isminin bag harfleri yazilarak isaretlendi.

2.1.7. Dorsal Kok Gangliyonu Hiicre Kiiltiirii Protokolii
Lameller kiiltiir hazirlanmadan bir giin once % 70’lik etanolden c¢ikartilarak
laminar hava akimli giivenlik kabini igerisinde steril bir kurutma kagidi iizerinde

kurutuldu. Daha sonra 100 ul poly-[ -ornitine (Sigma; 25 mg/ml stok soliisyon) 10

ml distile su ilave edildi ve bu sivi 50 mm c¢apindaki steril bir petri kutusuna
bosaltildi. Kuruyan lameller alevden hizla gecirilerek bu poly-1 -ornitin iceren siviya
konuldu ve bir gece 37 °C’de %95 hava, % 5 karbondioksit igeren nemli bir
inkiibatorde bekletildi. Ertesi giin lameller inkiibatorden alindi ve laminar hava
akiml giivenlik kabini igerisinde bir forsepsle tek tek tutularak ard arda yerlestirilmis
3 petri kutusunun igerisindeki steril distile suya daldirilarak yikandi ve kurutma
kagid1 iizerine konuldu. Kuruyan lameller her petri kutusuna bir tane lamel gelecek
sekilde 12 adet 35 mm c¢apinda steril petri kutusuna yerlestirildi. Hiicrelerin yasmin
ve vasatin degistirilme gilinlerinin belirlenmesi i¢in kiiltiir tablas1 iizerine kiiltiiriin
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hazirlanis tarihi yazildi. 100 pl laminin (5 pg/ml) her bir lamel iizerine ilave edilerek
kiiltiir tablas1 inkiibatore kaldirildi. Ayni giin kiiltiir vasati da hazirlanarak yaklasik
40 ml kiiltir medyumu ve 10 ml PBS steril bir plastik tiip icerisinde 1sinmasi
amaciyla inkiibatore yerlestirildi. Diseksiyon mikroskobu ve diseksiyon cerrahi seti
dezenfekte edilerek laminar hava akimli giivenlik kabini igerisine alind1.

Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden temin edilen iki giinliik
Wistar cinsi siganlar dekapite edilerek, genis bir petri kutusuna yerlestirildi. Kiigiik
bir makasla vertebral kolon ayrildi, daha sonra kaudal u¢tan baslayarak boyuna kadar
spinal kolonun i¢i yayl bir kiigilk makasla a¢ildi. Bu izole spinal kolon petri
kutularma yerlestirilmis PBS ile 3 defa yikandi. Daha sonra diseksiyon mikroskobu
altinda forsepslerle biitiin DKG’lar1 hassas bir sekilde izole edilerek kiigiik bir petri
kutusu igerisindeki kiiltiir vasatina konuldu.

Biitin DKG govdeleri c¢ikarilarak petri kutusunda toplandiktan sonra, petri
kutusu hassas yuvarlak hareketlerle sallandi ve biitiin gangliyonlarin bir araya
toplanmasi saglandiktan sonra kiiltiir medyumu bir Pastor pipeti ile ¢ekildi ve 900 ul
ik (37 °C’de inkiibe edilmis) kiiltiir vasat1 ve 100 ul kollagenaz (% 0.125) ilave
edilerek hafif¢e c¢alkaland1 ve 13 dakika siireyle inkiibatorde tutuldu. Bu siire
sonunda hiicre, soliisyon, enzim karigimi inkiibatérden alinarak hizla ii¢ defa PBS ile
yikandi. Daha sonra 900 pl PBS ve 100 ul tripsin (% 0.25) ilave edilerek hafifce
calkaland1 ve 6 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra 15 ml’lik steril plastik tiipe
aktarild1 ve yaklasik 4 ml 1lik kiiltiir vasati ilave edildi, gangliyonlar tiipiin dibine
coktiiriildiikten sonra kiiltiir vasat1 Pastor pipeti ile uzaklastirildi ve bu islem 3 defa
tekrarlandi. Daha sonra 100 ul DNAz ve 900 ul kiiltiir medyumu ilave edilerek ucu
daraltilmis steril bir Pastor pipetine hizla c¢ekip bosaltarak gangliyonlar mekanik
olarak tek hiicrelere ayristirildi. Bu ¢ekip bosaltma igslemi 3-6-9 defa kademeli olarak
yapildi. Her bir kademede iistte kalan siispansiyon alinarak diger gangliyonlara
mekanik tiritrasyon islemi devam edildi. Sayet gangliyon topag: tam olarak 9 cekip
bosaltmadan sonra ayrismadiysa bu isleme 14 defaya kadar devam edildi. Hiicre
kiiltlir vasati1 siispansiyonu, kiiltiir vasati ilave edilerek 2.4 ml’ye tamamlandi. Daha
sonra inkiibasyon i¢in daha 6nceden lamininle kaplanan lamellerin bulundugu kiigiik

petri kutular1 inkiibatdrden alindi. Lamellerin laminin ile inkiibasyon zamani en az 3-
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4 saat oldugu i¢in dekapitasyon islemine baslamadan yaklasik olarak en az 2 saat
once laminin ekim islemi tamamlandi. Laminin i¢eren sivinin biiyiikk bir kismi
lamellerden uzaklastirildiktan sonra hiicre siispansiyonu bulunan soliisyona 240 ul
sinir bityiitme faktorii (NGF) eklendi ve her lamele 150 pl hiicre iceren bu soliisyon

ekildi ve yaklasik 4-6 saat siireyle inkiibatorde bekletildi.

2.2. Fliioresan Kalsiyum Goriintiileme

Izole edilen ve lamellere ekilen DKG hiicreleri, en az 4-6 saat inkiibe edildikten
ve lamel iizerine iyice yapigsmast saglandiktan sonra kalsiyum goriintiilleme
deneylerinde kullanildi. Hiicrelerin aksonal ve dentritik uzantilar gelistirmesi
fliioresan kalsiyum goriintiileme hesaplamalarini etkileyebilecegi i¢in goriintiileme
deneylerinde genelde 1 giinliik hiicreler kullanild1 (Sekil 5).

Hiicreler fura-2-AM (1 uM, Molecular Probes, Ingiltere) ile oda sicakliginda bir
saat inkiibe edilerek floresan boya yiiklemesi yapildi. Yiiklemeyi takiben hiicreler 45
dakika icerisinde NaCl-esasl hiicre dis1 soliisyonu 135 mM NaCl, 5.9 mM KCl, 1.5
mM CaCl,, 1.2 mM MgCl, 11.5 mM glikoz, 11.6 mM HEPES (ozmolarite 310 -
320 mOsm, sukroz)] ile en az ii¢ kez daha yikanarak, hiicre disindaki fliioresan boya
uzaklastirildi  ve fura-2-AM’nin  de-esterifikasyonu saglandi ve kalsiyum

goriintiileme deneyleri bu bilesimdeki kayit soliisyonii kullanilarak gergeklestirildi.

2.3. Hiicre I¢i Kalsiyum Gériintiileme ve Goriintii Analizleri

Kalsiyum duyarli floresan boya ile yiliklenen hiicreleri igeren lameller,
mikroinkiibasyon kayit cemberine (Warner Instruments, ABD) aktarilarak,
mikroinkiibasyon-perflizyon sistemi araciligiyla NaCl-esasl hiicre dis1 soliisyonu ile
kayit ¢emberine ince silikon hortum ile baglantili, acma kapamasi bilgisayar
kontrollii, akim hiz1 yer ¢ekimine gore ayarlanan ila¢ uygulama/perfiizyon sistemi
(Warner Instruments, ABD) aracilig1 ile (1 ml/dakika) siirekli perfiize edildi ve
floresan atagmanli Nikon TE 2000S ters mikroskop altinda gerektiginde goz ile
degerlendirildi. Biitiin deneyler oda sicakliginda (= 22°C) gerceklestirildi ve biitiin
deneysel islemler hiicrelerin fliioresan isaretleyici ile yiiklenmesinden maksimum bir
saat igerisinde gerceklestirildi. Fliioresan boyanin 151ga maruz kalarak agarmasimni

sinirlandirmak i¢in optimum pozlama zamani (exposure time) belirlendi ve bilgisayar

42



kontrollii filtre siiriiciisiindeki perde (shutter) donanimi araciligi ile goriinti
almmadig1 zamanlarda fliioresan isaretlenmis hiicrelerin 151k maruziyeti onlendi.
Xenon 151k kaynagindan (LS- Sutter Instr, ABD) gonderilen UV 1sminin hizli bir
otomatize filtre siiriiclisiine (Lambda-2, Sutter Instr, ABD) yerlestirilen fura-2 filtre
seti aracilig1 ile 340 ve 380 nm filtrelerden (Chroma, ABD) gonderilerek mikroskop
optikleri (Nikon TE 2000 S, S-flour 40X objektif, NA=1.4) aracilig1 dual eksitasyon
ve 510 nm’de emisyon gerceklestirildi. Fliioresan goriintiileri yiiksek hizli sogutmali
dijital bir CCD kamera (ORCA 285, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japonya)
ve veri kazanim-yazilim programi (sPCI, ComPix) aracilig1 ile bilgisayar hafizasina
kaydedildi. Sistemin genel bir goriiniimii sekil 6’da yer almaktadir.

Calismanin bu boliimiinde hiicre i¢i kalsiyum sinyalleri iizerine MRS 2395 ve
klopidegrol’iin etkileri incelendi. MRS 2395 ve klopidegrol DMSO’da ¢6zdiirtildii ve
deneylerden 6nce NaCl-esasli hiicre dis1 soliisyonu ile sulandirilarak ¢alismalarda
kullanildi. MRS 2395 100 nM, 1uM ve 10 uM olacak sekilde 3 fakli dozda
uygulandi. Klopidogrel ise 10, 100 ve 300 nM dozlarinda uygulandi. Biitiin deneyler
oda 1sisinda gerceklestirildi.

Floresan orani analizleri off-line olarak, cevap veren hiicrelerde “ilgi alan1”
secimleri yapilarak yazilim programi (sPCI, ComPix) araciligiyla gerceklestirildi.
[Ca™]; hesaplanmasinda, 510 nm’de emisyon gerceklestirilerek 340 nm eksitasyonda
elde edilen fliloresan yogunlugunun 380 nm eksitasyonla elde edilen fliioresan

yogunluguna oranlanmasi (dual uyart: 340 nm/380 nm, emisyon: 510 nm) esas alindi.
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A: Bir giinliik kiiltiire DKG hiicrelerinin goriiniimii

B: fura 2 yiiklenmis 1 giinliik DKG hiicrelerinin fliioresan goriiniimleri

Sekil 5. A: CCD-kamera atagmani araciligi ile c¢ekilen fotografta 1 giinliik sican
DKG sinir hiicrelerinin aydinlik alan goriiniimii (20X, 0.7 X kamera C-mount), B:
Fura 2 AM ile yiiklenmis 1 giinliik kiiltiire DKG hiicrelerinin fliloresan gdriiniimii

(40X, x0.7 X kamera C-mount), S-fliior 1.4 NA, yagl objektif.
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Sekil 6. Fliioresan kalsiyum goriintiileme sisteminin fotografik goriiniimii. ilag

uygulama/mikroinkiibasyon sistemi (sol iist kisim), CCD kamera (sol alt), ters

mikroskop ve filtre siiriiciisii kontrol iinitesi (sag).

2.4. In Vivo Hot Plate Testinde Nosiseptif Davranis Yontemiyle Agri

Esiginin Belirlenmesi

Deneysel calismalarda ortalama agirliklar1 30 g (30 = 5 g) olan BALB-C cinsi
erkek fareler kullanildi. Hayvanlarin bulunduklar1 ortamin sicaklhigi 22-25 °C
arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamda, her
kafeste 5 hayvan olacak sekilde optimal sartlar saglandi. Hayvanlar standart pellet

halindeki sican yemleri ve musluk suyuyla beslendi.

2.4.1. Hot Plate Testi
Sicak bir zemin iizerine yerlestirilen hayvanin 1s1 uyaranina vermis oldugu cevap
stiresi Olgiilerek agr1 esigini tespit etmeye yonelik bir termal akut agri modelidir.

Calismada fareler i¢in uygun biyiikliikte olan kot plate analjezimetre (Harvard,
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Edenbridge, Ingiltere) kullanildi. 50+0.5 °C’ye ayarlanmis ve yanlar1 hayvanlarm
disar1 ¢ikmalarin1 engelleyecek plastik saydam silindir seklinde bir bariyerle
kapatilmig tabla boliimiine fareler birakilarak deneyler yapildi. Farelerin tablaya
birakildiklar1 andan itibaren, ekstremitelerini hizla ¢ekmeleri veya yalamalarina
kadar gecen siire saniye cinsinden kronometre kullanilarak kaydedildi. Bu testin
uygulanmasi esnasinda ortamin sessizligine biiyilk 6nem verildi ve hayvan 60 sn
icerisinde cevap vermedigi takdirde doku hasarin1 6nlemek amaciyla bu sicak tabla
izerinden alind1 ve ¢aligmaya dahil edilmedi. Deneylerden 6nce hem normal hem de

diyabetik farelere 5 giin siireyle kot plate testi uygulanarak, biitiin hayvanlarin deney

sartlarina aligsmalar1 saglandi (Sekil 7).

Sekil 7. Hot-plate analjezimetre.

2.4.1. 1. Normal Farelerde Hot Plate Testi

Fareler rasgele secilerek kontrol grubu (n=8) ve ¢oziicii grubu (n=8) olmak tizere
2 grup olusturuldu. Agri1 esigi c¢aligmalarma baslamadan Once tiim gruplardaki
hayvanlarm kuyruklari isaretlenerek hayvanlar numaralandirildi. Baslangigta farelere
herhangi bir enjeksiyon yapilmadan Onceki agri esigi degerleri belirlendi. 30’ar
dakika araliklarla bu islem iki defa tekrarlandi ve bu islemi takiben c¢oziici

grubundaki hayvanlara intraperitonal (ip) 0,3 ml serum fizyolojik (SF) verildi.
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Enjeksiyonun yapildigi an 0. dakika kabul edildi ve 30 dakika araliklarla tiim
gruplarm agr1 esigi degerleri 240 dakika boyunca 6l¢iildii.

2.4.1. 2. Diyabetik Farelerde Hot Plate Testi

Calismanin bu kisminda kullanilacak 70 adet fareye STZ, 150 mg/kg olacak
sekilde 0.3 ml (0.1 M) sodyum-sitrat tamponunda (pH:4.5) c¢ozdiiriilerek ip
enjeksiyonla tek doz olarak uygulandi (237, 238). Ag¢lik kan glikoz diizeylerini
saptamak i¢in farelerin gece 11° de yemleri alind1 ve 8-10 saatlik aclik sonrasinda
sabah 9-10 arasinda kan Ornekleri alindi. Kuyruk veninden alnan kan glukometre
cthazinda Olciilerek tokluk kan glikozu > 300 mg/dI’y1 gecen fareler, diyabetik olarak
kabul edildi.

Diyabet olusumundan once farelerin aghk kan glukoz diizeyi 121 + 4.3 mg/dl
iken diyabet olusumunu takiben 405+ 16.0 mg/dl olarak olgiildii. Diyabet gelistikten
iki hafta sonra Kot plate testiyle bu hayvanlarin agri esigi degerleri incelendi.

Fareler 10’arli gruplara boliinerek yedi grup olusturuldu. Kontrol grubuna SF
(n=10), diger ii¢ gruba sirastyla DMSQO’da ¢ozdiiriilen ve SF ile sulandirilan 1 mg/kg
(n=10), 10 mg/kg (n=10) ve 30 mg/kg dozlarda klopidogrel, kalan {i¢ gruba ise yine
sirastyla DMSO’da ¢ozdiiriilen ve SF ile sulandirilan 1 mg/kg (n=10), 10 mg/kg
(n=10) ve 30 mg/kg dozlarda MRS-2395 uygulandi.

Enjeksiyon yapilmadan 30 dakika once tiim gruplarin kontrol kayitlar1 alind1 ve
enjeksiyonun yapildigi zaman 0. dakika olarak kabul edildi. Enjeksiyonu takiben 30.,
60., 90., 120., 150., 180. ve 240. dakikada agr1 esigi degerleri 6l¢iildii.

2.5. Istatistiksel Metot

Biitiin degerler; ortalama * standard hata (AO + SH) olarak belirlendi.
Istatistiksel analizler ve grafikler swrasiyla; SPSS 15.0 ve Sigma Plot 10.0
programlar1 kullanilarak yapildi. Istatistiksel degerlendirme, Student’s t testi ve gift
yonlii varyans analizi kullanilarak hesaplandi. Cift yonlii varyans analizinin Post-Hoc
hesaplamasi i¢in ise Dunnet’s testi kullanildi. Bagimsiz gruplarda, iki gubun
karsilagtirmast icin Student’s t testi, U¢lii gruplarm karsilastirmasi i¢in ise varyans
analizi (Dunnet’s testi) kullanildi. Tim analizlerde p< 0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Giris

Bu tez ¢alismasinda antitrombotik etkilere sahip olan klopidogrel ve MRS
2395’in in vivo ve in vitro yaklagimlarla agr1 sinyalleri iizerine etkisi incelendi. /n
vitro c¢alismalarda hiicre i¢i fliloresan kalsiyum goriintiileme yOntemi, in vivo
calismalarda ise hot plate testi kullanildi. Asagida her iki deney protokolii ile elde

edilen bulgular yer almaktadir.

3.1.1.Hiicre I¢i Fliioresan Kalsiyam Gériintiileme Bulgular

Bu tez calismasmin gergeklestirildigi deneysel sartlarda kalsiyuma duyarli olan
fura-2-AM ile yiiklenmis DKG noronlarindan yaklasik 45-60 dakika stabil fliioresan
sinyalleri kaydedilebilmektedir. Kiiltiire edilmis sinir hiicreleri standart olarak
yiiksek K™ (30 mM) ile uyarilmaya cevaben hiicre ici serbest kalsiyum ([Ca®'];)
diizeylerinde artis meydana getirir.

Tez calismasmnin bu bolimiinde oransal fliioresan kalsiyum goriintiileme
yontemi kullanilarak kiiltiire edilmis hiicrelerin [Ca*']; diizeyinde meydana gelen
degisiklikler incelendi. Calismalar sirasinda hem klopidogrel hem de MRS 2395’in
tipk1 K™ gibi [Ca>"]; diizeylerinde artis meydana getirmesinden dolay1 yiiksek K nin

6n uygulamasi yapilmadi ve bu iki ajanin [Ca>']; tizerine direk etkileri incelendi.

3.1.1.1.Klopidogrelin Dorsal Kék Gangliyonlarinda Hiicre ici Kalsiyum

Diizeyi Uzerine Etkileri

Kalsiyuma duyarli fluoresan boya fura-2AM ile boyanmis izole sican DKG
néron kiiltiirlerinde hiicre disma uygulanan klopidogrelin farkli dozlarmm [Ca®'];
diizeyleri lizerine etkisi tablo 3’de 6zetlenmistir. Hiicre disima uygulanan klopidogrel
doz bagmmli olarak (10 nM, 100 nM ve 300 nM) hiicre i¢i bazal kalsiyum
diizeylerinde anlamli artis meydana getirdi (tablo 4 ve sekil 8, 9, 10). Deneyler
yapilirken her bir doz i¢in en az ii¢ farkl kiiltiire ait lamellerden kayit alindi. Ayrica
hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinde meydana gelen artisin hiicre i¢i depolardan m1 yoksa
hiicre digindan m1 kaynaklandigini tespit etmek icin 100 nM dozdaki klopidogrel
Ca™ free soliisyonu iceren en az ii¢ lamelde tekrarlandi. Ca™ free soliisyon iceren

lamellerde hiicre disina uygulanan klopidogrel hiicre i¢i bazal kalsiyum diizeylerinde
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anlamli artis meydana getirdi. Ca™ free soliisyon iceren ortama 2 mM Ca"

eklendiginde ise hem cevap veren hiicre sayisinda hem de kalsiyum diizeylerindeki

yiikselmede artis meydana geldi (sekil 11). Yapilan deneylerde klopidogrelin sican

DKG hiicrelerinde meydana getirdigi kalsiyum artisinin farkli patternlere sahip

oldugu goriildii. Bu farkli yanitlara ait orijinal 6rnekler sekil 12°de sunulmustur.

Tablo 3. Klopidogrelin sigan DKG noronlarinda hiicre i¢i kalsiyum diizeylerine

(340/380 nm fluoresan oranlari) etkilerinin 6zetlenmesi.

Konsantrasyon Cevap veren Cevap vermeyen  Toplam
(nM) n (%) n (%) n (%)
= 10 13 (22) 47 (78) 60 (100)
]
:%o 100 53 (46) 62 (54) 115 (100)
=3
i 300 57 (54) 49 (46) 106 (100)

Tablo 4. Klopidogrelin sican DKG noron kiiltiirlerinde hiicre i¢i bazal kalsiyum

diizeylerine (340/380 nm fluoresan orani) etkisi.

Doz Fluoresan Oram (340/380 nM) p n
(nM)
Bazal Klopidogrel

3 10  0.89+0.05 1.03+0.05 0.032 13
b
)
:§_ 100 0.87+0.01 1.130 .01 0.001 53
=]
~ 300 0.70 +0.02 1.16+0.03 0.001 57
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Sekil 8. 10 nM klopidogrelin sican DKG hiicrelerinde [Ca™]; diizeylerine etkisi.
Sekilde fura-2 AM ile yiiklenmis DKG ndronlarinda 10 nM klopidogrelin meydana
getirdigi fliioresan orani degisikligini gosteren orijinal kayit 6rnekleri ve ortalama

verilerden elde edilmis grafik sunulmustur. Hata cubuklar1 SEM’1 gostermektedir.
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Kontrol 100 nM Klopidogrel
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Sekil 9. 100 nM klopidogrelin sican DKG hiicrelerinde [Ca™]; diizeylerine etkisi.
Sekilde fura-2-AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde 100 nM klopidogrel
uygulamasinin meydana getirdigi fliioresan orani degisikligini gosteren tipik bir

deney uygulamasina ait orijinal kayit ornekleri ve ortalama verilerden gelistirilmis

grafik sunulmustur.
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Sekil 10. 300 nM klopidogrelin sican DKG hiicrelerinde [Ca™]; diizeylerine etkisi.

Sekilde fura-2 AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde 300 nM klopidogrel
uygulamasinin meydana getirdigi flioresan orani degisikligini gosteren bir deney
uygulamasina ait orijinal kayit 6rnekleri ve ortalama verilerden gelistirilmis grafik

sunulmustur.
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Sekil 11. Ca™ free soliisyonu igeren lamellerde 100 nM klopidogrelin sican DKG
hiicrelerinde [Ca"™]; diizeylerine etkisi.

Sekilde fura-2 AM ile yiikklenmis DKG sinir hiicrelerinde 10 nM Klopidogrel
uygulamasinin meydana getirdigi fliioresan orami degisikligini gdsteren deney

uygulamasina ait kayit Ornekleri ve ortalama verilerden gelistirilmis grafik

sunulmustur.
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Sekil 12. Klopidogrelin sigan DKG hiicrelerinde meydana getirdigi farkli kalsiyum
artis patternleri A) Klopidogrelin tetikledigi uzun siireli kalsiyum artis1 B) DKG

noronlarinda klopidogrelin meydana getirdigi kalsiyum osilasyonlari.
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3.1.1.2. MRS 2395’in Dorsal Kok Gangliyonlarinda Hiicre I¢i Kalsiyum

Diizeyi Uzerine Etkileri

Kalsiyuma duyarh fura-2AM fluoresan boya ile isaretlenmis izole sican DKG
noron kiiltiirlerinde hiicre disma uygulanan MRS 2395’in farkli dozlarinin [Ca®™];
diizeyleri iizerine etkisi tablo 5’te 6zetlenmistir. Hiicre disina uygulanan MRS 2395
klopidogrel gibi doz bagimli olarak (100 nM, 1 pM ve 10 uM) hiicre i¢i bazal
kalsiyum diizeylerinde anlamli artis meydana getirdi (tablo 6 ve sekil 13, 14, 15).
Deneyler yapilirken her bir doz i¢in en az {li¢ lamel kullanildi. Bunun yanisira hiicre
ici kalsiyum diizeylerinde meydana gelen artisin hiicre i¢i depolardan m1 yoksa hiicre
disindan m1 kaynaklandigini tespit etmek igin 100 nM dozdaki MRS 2395 Ca™ fiee
soliisyonu igeren en az ii¢ lamelde tekrarlandi. Ca*™ free soliisyon igeren lamellerde
hiicre disma uygulanan MRS 2395 hiicre i¢i bazal kalsiyum diizeylerinde anlamli
artis meydana getirdi. Ca™ free soliisyon iceren ortama 2 mM Ca’ eklendiginde ise
hem cevap veren hiicre sayisinda hem de kalsiyum diizeylerindeki yiikselmede artig
meydana geldi (Sekil 16). Klopidogrel deneylerinde oldugu gibi MRS 2395’in de
DKG hiicrelerinde meydana getirdigi kalsiyum artisinin farkli patternlere sahip

oldugu goriildii. Bu farkli yanitlara ait orijinal 6rnekler sekil 17°de sunulmustur.

Tablo 5. MRS 2395’in sican DKG noronlarinda hiicre i¢i kalsiyum diizeylerine

(340/380 nm fluoresan oranlar) etkilerinin 6zetlenmesi.

Konsantrasyon Cevap Cevap vermeyen Toplam
(uM) veren n (%) n (%)
n (%)

v 0.1 33 (3%) 62 (65) 95 (100)
&
CQI:J 1 61 (52) 57 (48) 118 (100)
=

10 86 (78) 24 (12) 110 (100)
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Tablo 6. MRS 2395’in sican DKG néron kiiltlirlerinde hiicre i¢i bazal kalsiyum

diizeylerine (340/380 nm fluoresan orani) etkisi.

Doz Fluoresan Orani (340/380 nM)

(uM) P n
Bazal MRS 2395

. 0.1 0.82+0.012 0.94+ 0.012 0.001 33
&
N
E’é 1 0.84+0.011 1.04+0.013 0.001 61
=

10 0.59+0.011 1.30+0.021 0.001 86
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Kontrol 100 nM MRS 2395

p<0.001 n=33
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Geri doniisiim Ortalama veriler

Sekil 13. 100 nM MRS 2395’in sican DKG hiicrelerinde [Ca™]; diizeylerine etkisi.

Sekilde fura-2- AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde 100 nM MRS 2395
uygulamasinin meydana getirdigi fliioresan orani degisikligini gosteren tipik bir
deney uygulamasina ait orijinal kayit ornekleri ve ortalama verilerden gelistirilmis

grafik sunulmustur.
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Kontrol 1 pM MRS 2395
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Sekil 14. 1 uM MRS 2395’in sigan DKG hiicrelerinde [Ca™]; diizeylerine etkisi.
Sekilde fura-2-AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde 1 puM MRS 2395
uygulamasinin meydana getirdigi fliioresan orani degisikligini gosteren tipik bir

deney uygulamasia ait orijinal kayit 6rnekleri ve ortalama verilerden gelistirilmis

grafik sunulmustur.
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Kontrol 10 pM MRS 2395
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Sekil. 15. 10 uM MRS 2395’in sigan DKG hiicrelerinde [Ca™]; diizeylerine etkisi.

Sekilde fura-2-AM ile yiliklenmis DKG sinir hiicrelerinde 10 uM MRS 2395
uygulamasinin meydana getirdigi fliioresan orani degisikligini gosteren tipik bir
deney uygulamasina ait orijinal kayit ornekleri ve ortalama verilerden gelistirilmis

grafik sunulmustur.
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Kontrol 1 uM MRS 2395 1 uM MRS 2395 + Ca*?

p < 0,001 n=42
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Sekil 16. Ca™ free soliisyonu iceren lamellerde 1 pM MRS 2395’in sican DKG
hiicrelerinde [Ca™]; diizeylerine etkisi.

Sekilde fura-2-AM ile yiikklenmis DKG sinir hiicrelerinde 1 uM MRS 2395
uygulamasinin meydana getirdigi fliioresan orani degisikligini gosteren tipik bir
deney uygulamasina ait orijinal kayit ornekleri ve ortalama verilerden gelistirilmis

grafik sunulmustur.
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Sekil 17. MRS 2395 sican DKG hiicrelerinde meydana getirdigi farkli kalsiyum artis

patternleri A) MRS 2395 tetikledigi uzun stireli kalsiyum artis1 B) DKG noronlarinda

MRS 2395 meydana getirdigi kalsiyum osilasyonlari.
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3.1.2. Normal ve Diyabetik Farelerde Agr1 Esiginin Tespit Edilmesi

Normal ve diyabetik farelerde agri esigi hot plate testi ile incelendi. Fareler sicak
bir zemin {izerine birakildi ve 1s1 uyaranina davranigsal cevap olusturmasima kadar
gecen siire Olciildii. Bu 1s1 uyaranina karsi1 olusan davranigsal cevap, hayvanin 6n
ayaklarini yalamasi, ayaklarmi hizla karnma dogru ¢ekmesi veya ziplamasi, agri
esigi olarak kabul edildi.

Intak grup, ¢oziicii verilen grup ve diyabet grubunda agri esigi degerleri 0.
dakikadan 240. dakikaya kadar 30 dakika araliklarla 6l¢iildii. Bu gruplarda sirasi ile
agr1 esigi degerleri ortalama 23.7+0.8, 23.4+0.6 ve 20.5 = 0.7 sn olarak o6l¢iildii.
Intak grup ile ¢dziicii grubu arasinda agr1 esigi degerleri arasinda fark yokken diyabet
olusturulan farelerde yaklasik %15 oraninda (p<0.05) agr1 esigi degerlerinde azalma

tespit edildi (Tablo 7).

Tablo 7. Normal (n=8), ¢oziicli (n=8) ve diyabetik (n=10) farelerin hot-plate testinde

agri1 esigi degerleri.

0 30 60 920 120 150 180 240

Kontrol 23.3+0.6 24.1+0.9 23.3+1.2 23.2+0.8 24.2+0.6 22.9+0.7 23.5£0.8 23.2+0.7

Coziicii 23.8£0.5 23.1£1 23904 23+£0.8 23.2+0.9 23.7£0.6 24.1+0.4 23.840.5

Diyabet  21+0.5 21+0.6  20.3+0.4 21+0.7 19.6+1.1 20.3+0.6 20.6+0.4 20.4+0.8

3.1.2. 1. Diyabetik Farelerde Klopidogrel ve MRS 2395’in Agn Esigi
Uzerine Etkisi

Diyabetik farelerde, klopidogrelin agr1 esigi lizerine etkisi zaman ve doz bagimli
olarak incelendi. Oncelikle klopidogrel uygulanmadan &nce serum fizyolojik
uygulanan diyabetik farelerin kontrol kayitlar1 alindi. Daha sonra klopidogrelin 3
farkli dozu 1, 10 ve 30 mg/kg olarak diyabetik farelere uygulandi ve 240 dakika
boyunca 30 dakika araliklarla agr1 esigi 6lgtimleri alindi. 1, 10 ve 30 mg/kg dozlarda
klopidogrel uygulamasindan dnce agr1 esigi degerleri dlciildiigiinde her bir grup i¢in
srrastyla 21.5+0.6, 21.5+0.8 ve 20.9+0.8 sn idi. 30. dakikada agr1 esigi swrasiyla
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25.842.5, 30.9£2 (p<0.01) ve 34.6+2.2 (p<0.001) sn’ye yiikseldi. 60. dakikada agr1
esigi degerleri yine smasiyla 28+2.5 (p<0.05), 30.3£1.4 (p<0.01) ve 32.6+3.1
(p<0.001) sn olarak ol¢iildii. 90. dakikada agr1 esikleri 25.3%1.5, 27.442.1 (p<0.05)
ve 27.7¢1.8 (p<0.01) sn’ye ¢iktr.. 120. dakika ise 1 ve 10 mg/kg klopidogrel
uygulanan gruplarda agr1 esikleri 24.9+1.3 (p<0.05), 25.6£1.5 (p<0.01) olarak
olciildi. 150 ve sonraki dlciimlerde agr1 esigi degerleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik yoktu (Tablo 8 ve Sekil 18).

MRS 2395’in diyabetik farelerde agr1 esigi lizerine etkisi zaman ve doz
bagimli olarak incelendi. MRS 2395’in 3 farkli dozu 1, 10 ve 30 mg/kg olarak
diyabetik farelere uygulandi ve 240 dakika boyunca 30 dakika araliklarla agr1 esigi
Olgtimleri alind1. 1, 10 ve 30 mg/kg dozlarda MRS 2395 uygulamasindan 6nce agr1
esigi degerleri Olgiildiigiinde her bir grup icin swrasiyla 21.8+0.2, 21.3+0.7 ve
20.6+0.9 sn 1idi. 30. dakikada agr1 esigi sirasiyla 30+1.9 (p<0.01), 32.9+2 (p<0.001)
ve 37.3£2.5 (p<0.001) sn’ye yiikseldi. 60. dakikada yine sirasiyla 23.8+0.9, 30.2+1.9
(p<0.001) ve 33.7+2.3 (p<0.001) sn olarak ol¢iildi. 90. dakikada ise agri1 esigi
degerleri sirasiyla 22.9+1, 26.4+0.7 (p<0.01) ve 31.9£1.9 (p<0.001) sn’ye ¢ikt1. 120.
dakikada agri esikleri 21.5+0.7, 24.8+0.9 (p<0.01) ve 27.9£1.8 (p<0.001) sn’ye
olarak oOlciildii. 150. dakika ve sonraki Ol¢iimlerde agri esigi degerleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (Tablo 9 ve Sekil 19).

Tablo 8. Kontrol grubu ve klopidogrel uygulanan diyabetik farelere ait agri esigi

degerleri (n=10 her bir uygulama gurubu i¢in).

0 30 60 920 120 150 180 240

Kontrol 21505 2120.6  20.3£04 21207 19611 20.320.6 20.6£0.4 20.4+0.8

1 mg/kg 212106 258125 28425 253+15 233413 225:15 22415 197411
Klopidogrel

10 mg/Kkg 21108 30912 304115 275521 249+13 231412 222409 22441
Klopidogrel

30 mg/kg 21109  347:23 326832 277419 256515 252515 21312  20.8+1.1
Klopidogrel
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Sekil 18. Klopidogrelin (1,10 ve 30 mg/kg, i.p.) hot-plate testi uygulanan diyabetik

farelerde 1s1 uyaranina karsi verdigi yanitin ortalama+SH degerleri (n=10, her bir

uygulama grubu i¢in, *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Tablo 9. Kontrol grubu ve MRS 2395 uygulanan diyabetik farelere ait agri esigi

degerleri (n=10 her bir uygulama grubu i¢in).

0 30 60 90 120 150 180 240
Kontrol 2105  21£0.6  20.3£0.4 2107  19.6£1.1  20.3£0.6 20.6£0.4  20.4+0.8
Img/kg 516002 300619 249417 258614 250511 239806 24.3:0.6  22.5402
MRS 2395
10mg/ke 513,07 32002 302619  256t12 252410 229808 232404  21.1404
MRS 2395
30mg/ke 506100 373425 338123 310419 279418  237:17  24.0409  21.4+40.6
MRS 2395
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Sekil 19. MRS 2395°in (1, 10 ve 30 mg/kg, i.p.) hot-plate testi uygulanan diyabetik
farelerde 1s1 uyaranina karsi verdigi yanitin ortalama+SH degerleri (n=10, her bir

uygulama grubu i¢in, *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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4. TARTISMA
Bu tez ¢aligmasinda klopidogrel ve MRS 2395’in agr1 sinyalleri lizerine olan
etkileri 1-3 gilinliik siganlara ait DKG hiicre kiiltlirlerinde fliioresan kalsiyum
goriintiileme yontemiyle ve diyabetik farelerde nosiseptif davranis testi (hot plate

testi) kullanilarak incelendi.

4.1. Kalsiyum Goriintiileme Deneyi Bulgularn

Son elektrofizyolojik, davranigsal ve biyokimyasal ¢alismalar P2 reseptorlerinin
agr1 sinyallerinin diizenlenmesinde 6nemli rollerinin oldugunu gostermektedir (239,
240). P2X reseptorlerinin periferal ve merkezi agr1 iletiminde hiicre dist ATP’nin
hedefi oldugu acik bir sekilde gosterilmistir. DKG nodronlarinda agri iletimine
spesifik olan ve kapsaisine duyarhh kiiciik capli afferent noéronlarda P2Xj
reseptorlerinin varhigi gosterilmistir (210). Ayrica nosiseptif duyusal noronlarin sinir
sonlanma bolgelerinde ve govdelerinde P2X; reseptor immiino-reaktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir (241). Yapilan bir calismada a,B-metilen-ATP kiiciik ¢caplh
kapsaisin duyarli duyusal afferent noéronlarda depolarizasyona sebep olmustur (211),
ve ATP presinaptik P2X reseptorleri araciligr ile duyusal afferent ndronlardan
glutamat saliverilmesini  kolaylastrmistir  (242). Cesitli P2X reseptorlerinin
postsinaptik dorsal boynuz noéronlarinda ekspresyonunu gdsterilmistir (240).
Elektrofizyolojik caligmalara ait verilerde, P2X reseptor agonisti olan ATP ve a,f3-
metilen-ATP kapsaisin duyarh kiiciik ¢apli afferent ndronlarda (211) ve spinal dorsal
boynuz noronlarinda iceri dogru akimlar1 aktive ettigi gosterilmistir (243). In vivo
calismalarda periferik olarak uygulanan ATP ve a,B-metilen-ATP nosiseptif cevaplar
olusturmus (244) ve formalinin indiikledigi cevaplar1 kolaylastirmistir (245).
Intratekal olarak uygulanan o,B-metilen-ATP termal hiperaljeziyi (246) ve taktil
allodiniyi (247) indiiklemistir. Bu gozlemler ATP’nin periferal ve spinal agri
iletimini P2X reseptorleri araciligi ile kolaylastirilmasinda 6nemli rol oynadigini
giiclii bir sekilde desteklemektedir.

P2X reseptorleri ile kiyaslandiginda, genis bir dagilima sahip metabotropik P2Y
reseptorlerinin normal ve patolojik agridaki rolleri daha az incelenmistir. P2X
reseptorlerinde yapilan 6nciil calismalarla kiyaslandiginda agriyla ilgili durumlarda

spesifik P2Y reseptdr antagonistlerinin eksikligi bu alanda su ana kadar yapilan
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calismalar1 kisitlamistir (248). Bununla birlikte P2Y reseptorlerinin trigeminal
gangliyon, nodoz gangliyon ve DKG ndronlarinda ekspresyonunun gosterilmesi bu
reseptorlerin  periferal somatosensoriyal iletimde rollerinin  olabilecegini
gostermektedir (225).

Agr1 sinyallerinin diizenlenmesinde P2Y reseptorii aracilii ile meydana gelen
olaylar birbirinden farkhidir. Clinkii P2Y reseptorlerinin hem analjezik hem de
algojenik etkileri tanimlanmistir. Ornegin P2Y alt tipinin DKG néronlarinda P2X3
reseptorlerini ve voltajla aktive olan kalsiyum kanallarini inhibe etmesi ADP’nin anti
algojenik etkileri oldugunu desteklemektedir (249). Fakat DKG noronlarinda UTP ile
P2Y, reseptorlerinin aktivasyonu kapsaisinin indiikledigi akimlar1 TRPV, araciligi
ile kolaylastirir. Bu bulgu da UTP’nin algojenik bir uyar1 olusturabilecegini
gostermektedir (214). Intratekal olarak uygulanan UTP ve UDP ise sasirtict bir
sekilde analjezik etki meydana getirmistir (250). Bu etki muhtemelen glial
hiicrelerden sitokin saliverilmesinin inhibisyonu sonucu meydana gelmektedir. Bu
bulgular P2Y reseptorlerinin in vivo ve in vitro sartlarda agri iletiminde farkli rolleri
oldugunu gostermektedir.

Bu tez ¢alismasinim ilk boliimiinde fliioresan kalsiyum goriintiileme yontemi ile
DKG ndronlarinda hiicre i¢i kalsiyum degisiklikleri incelendi. Bu c¢aligmada
kullanilan P2Y, reseptoriiniin selektif antagonistleri olan klopidogrel ve MRS 2395
doz bagimli olarak hiicre i¢i bazal serbest kalsiyum diizeylerinde belirgin artis
meydana getirdi.

DKG noronlarindaki P2Y; reseptorlerinin aktivasyonu N-tipi (Cav2.2) kalsiyum
kanallar1 araciligi ile olusturulan akimlar1 ve P2Xj3 reseptorlerini modiile eder.
Gergekten, N-tip (Cav2.2) kalsiyum kanallarmin aktivasyonu DKG noron
kiiltiirlerinde ATP ve hatta daha giiglii bir sekilde P2Y 2,13 reseptor agonisti ADP
tarafindan inhibe edilmistir. ATP’nin etkileri PPADS’ta oldugu gibi selektif P2Y
reseptOr antagonisti olan MRS 2179 tarafindan bloklanmistir (214). ATP ve ADP’nin
N tipi kalsiyum akimlar1 {izerine bu inhibe edici etkilerinin olmasi ve bu etkilerin
selektif P2Y reseptor antagonisti tarafindan bloklanmasi bulgusu bizim yaptigimiz
calismadaki hiicre ici kalsiyum artis1 bulgusunu desteklemektedir.

Yaptigimiz caligmada [Ca®]; miktarindaki artis kaynaklarmi tespit etmek icin

deneylerimizi kalsiyum free soliisyonu iceren lamellerde de gerceklestirdik.
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Yaptigimiz deneylerde hem klopidogrelin hem de MRS 2395’in kalsiyum free
soliisyonda DKG néronlarinda [Ca*']; miktarii artirdigini tespit ettik. Bunun yani
sira kalsiyum free soliisyon i¢eren lamellere disaridan 2 mM Ca™ ekledigimizde hem
[Ca®"]; miktarmda hem de cevap veren hiicre sayisinda artis meydana geldigini
gordiik. Bilindigi gibi tim P2X reseptorleri non selektif katyon kanallaridir ve Ca™.
NA" ve K’ gibi iyonlara hemen hemen esit oranda gecirgendir (251). Yapilan bir
calismada P2Y 1213 reseptor agonistlerinin primer DKG kiiltiirlerinde P2Xj3
reseptorleri tarafindan tetiklenen akimlari inhibe ettigi gosterilmistir (249).
Calismamizda kullandigimiz selektif P2Y, reseptdr antagonistleri muhtemelen P2X
reseptorleri araciligi veya daha farkli yollarla hiicre dis1 ortamdan hiicre igine
kalsiyum girisini tetikliyor olabilir.

DKG dahil MSS ve periferik sinirlerde, sarkoplazmik retikulumda bulunan hiicre
zarma yakin Ozellesmis bdlgelerden kalsiyum sacilmasi ya da kivileimi (spark)
olarak adlandirilan durum sonucu spontan olarak veya kalsiyum aktiveli kalsiyum
saliverilme mekanizmasi ile lokal bir alana kalsiyum saliverilmektedir (252).
Fiiloresan kalsiyum goriintiileme deneylerinde hem klopidogrel hem de MRS 2395
bazi hiicrelerde kalsiyum sparklari olusturdu. Olusan bu sparklarin sayisi bazi
hiicrelerde 12-15 civarindaydi.  Sarkoplazmik retikulumun bu 6zellesmis
bolgelerinden saliverilen lokal kalsiyum artist noronlarmm gdévdesinden vezikiiler
egzositozisin tetiklenmesi ve diizenlenmesinde rol oynamaktadir (253). Uyarilmis
DKG néronlarinda meydana gelen bu somatik sekresyon muhtemelen kendisi dahil
komsu noronlarin da aktivitesini modiile ederek periferik ve MSS’de duyusal ve
nosiseptif girdilerin iletilmesinde veya diizenlenmesinde gorev alabilir.

Genelde kiigiik capli DKG noronlarinda ve diger duyusal gangliyonlarda
eksprese edilen P2X; reseptorlerinin tersine, P2Y reseptorleri kiiciik, orta ve biiyiik
capli duyusal noronlarda esit oranda eksprese edildigi goziikmektedir (254).
Fliioresan kalsiyum goriintiileme deneylerinde hem klopidogrel hem de MRS 2395
kiigiik, orta ve biiylik caplt DKG noéronlarinin bir¢ogunda artis meydana getirdi. Bu
bulgu P2Y), reseptorlerinin agriya spesifik kiigiik ve orta g¢apli noronlarda ve
lokalizasyonla ilgili biiyiik ¢capli néronlarda mevcut oldugunu gdstermektedir. Bu
bulgu P2Y;, reseptorleri hem agri hem de propriyoseptif sinyallerin

diizenlenmesinde gorevlerinin olabilecegini gdstermektedir.
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Daha oOnceki c¢aligmalar genelde vezikiil transportu, norotransmitter
saliverilmesi, uyarilma yoluyla sinyal iletimi gibi nosisepsiyonda rol alan
mekanizmalardan  hangisinde spesifik olarak rol oynadigi net olarak
aydmnlatilamamigsa da, hiicre i¢i kalsiyum artisinin spinal dorsal boynuz ve diger
periferal bolgelerde nosiseptif cevabin baslatilmasinda anahtar rol oynadigi kabul
edilmektedir. Voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin aktivasyonu araciligi ile hiicre
disindan kalsiyum girisinin akut nosiseptif bilginin spinal diizeyde iletiminde rol
aldig1 gosterilmistir. Ayrica sigan DKG hiicrelerinde depolarize edici ard
potansiyellerin AP esnasinda Ca™ tetiklemekli Ca™ girisi ile bu noronlarda aktive
olmas1 sonucunda meydana geldigi ve uyarilabilirligi artirdig1 gosterilmistir (131).
Bazi DKG hiicrelerinde AP esnasinda Ca™ girisinin ise Ca™ bagimli K kanallarinin
aktivasyonu ile hiperpolarize edici ard potansiyelleri aktive etmekte dolayisiyla

uyarilabilirligi azaltmakta ve ndronal ateslemeyi baskilamaktadir (131, 255).

4.2. Hot-Plate Testi Bulgulan

Hot plate testi akut agr1 yanitinin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan
bir testtir. Tez ¢alismasinin bu bolimiinde klinikte aterotrombotik olaylarin
azaltilmas1 ve semptomatik aterosklerotik hastalik dykiisii olan hastalarda (gegirilmis
strok, gecirilmis miyokard infarktiisii, periferik arter hastaligi gibi) vaskiiler iskemik
olaylarm (miyokard infarktiisii, strok, wvaskiiler O6lim) oOnlenmesinde yaygin
kullanima sahip antitrombotik bir ilag olan klopidogrel ile yeni kesfedilen ve
klopidogrel gibi P2Y, reseptoriiniin selektif antagonisti olup antitrombotik etkilere
sahip MRS 2395’in (234) noropatik agri olusturulmus farelerde hot plate testi
kullanilarak agr1 lizerine etkileri incelendi.

Hot plate testi deneyine ait bulgular klopidogrel ve MRS 2395’in ndropatik agri
olusturulmus farelerde belirgin bir sekilde analjezik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. MRS 2395 ile ilgili sunulan bir 6n ¢alismada MRS 2395’in cerrahi
olarak siyatik sinir ligasyonu yapilan sicanlarda mekanik allodiniyi doz bagimli
olarak azalttigin1 bulmuslardir. Yine ayni ¢alismada hot plate testi kullanilarak MRS
2395’in siyatik sinir ligasyonu yapilan sicanlarda doz bagimli olarak termal
hipoaljezi meydana getirdigi tespit edilmistir (256). Bu 6n ¢alismaya ait bulgular ile

diyabet olusturdugumuz farelerde gelisen ndropatik agri tizerine P2Y; reseptoriiniin
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selektif antagonistleri klopidogrel ve MRS 2395’in etkileri pareleldir.

Klopidogrelin etkileri diyabetik noropati gelismis farelerde 240 dakika boyunca
30 dakika araliklarla incelendi. 1mg/kg dozdaki klopidogrelin hipoaljezik etkisi 30.
dakikadan itibaren yiikselmeye basladi ve 60. dakikada bu artis pik yapti. 60.
dakikadaki artig istatistiksel olarak anlamliydi. 90. dakikadan itibaren azalmaya
baslad1 ve 240 dakikanmn sonunda baslangic degerlerine geri dondii. 10 ve 30 mg/kg
dozlardaki klopidogrel ise 30. dakikadan itibaren istatistiksel olarak anlamli
hipoaljezik etkiler gosterdi ve bu etkileri 60. ve 90. ve 120. dakikaya kadar devam
etti. 150. dakikadan itibaren ise etki azalarak deney sonlarinda agri esigi degerleri
baslangi¢ seviyelerine geri dondii.

MRS 2395 ise 1mg/kg dozda 30. dakikada istatistiksel olarak hipoaljezik
etkilerde anlamli artis meydana getirdi ve bu etkisi 60. dakikadan itibaren azalmaya
baslayarak baslangi¢ seviyelerine indi. 10 ve 30 mg/kg dozlardaki MRS 2395 ise 30.
dakikadan itibaren 120. dakika da dahil olmak tizere agr1 esiginde istatistiksel olarak
anlamli artis meydana getirdi. 150. dakika ve sonraki etkilerde anlamli bir etki yoktu
ve 240 dakika sonraki degerler 0. dakikadaki agr1 esigi degerlerine yakinda.

Hot plate testi dl¢iimlerinin tiimiinde MRS 2395, klopidogrel ile kiyaslandiginda
tim dozlardaki hipoaljezik etkilerinin klopidogrelden daha fazla oldugu goriildii.
Ilging bir sekilde fliioresan kalsiyum goriintiileme deneylerinde ise klopidogrel (10,
100, 300 nM) MRS 2395’¢ (100 nM, 1ve 10 uM ) gére daha diisiik dozlarda [Ca*'];
miktarlarinda artiy meydana getirmistir. Bunun yani sira klopidogrel MRS 2395°¢
gdre ayni dozlarda [Ca>"]; miktarinda daha fazla artisa sebep olmustur.

Bu calisma ile ilk defa P2Y, reseptor antagonisti olan klopidogrel ve MRS
2395’in fliloresan kalsiyum goriintiileme yontemi ile DKG sinir hiicre kiiltiirlerinde
hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinde artis meydana getirdigi ve bu artisin hem hiicre dis1
kaynaklardan hem de hiicre i¢i depolardan kaynaklandig: tespit edildi. Ayrica bu iki
ajaninin diyabetik farelerde belirgin hipoaljezik etkiler meydana getirdigi kot plate

testi ile gosterildi.
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