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OZET
ANTIKANSER iILACLARIN OLUSTURDUGU NOROPATIK AGRI VE
GLUTAMAT TASIYICI AKTIiVITE DEGIiSTiRiCILERININ BU AGRININ
TEDAVISINDEKI ROLLERI

Paklitaksel solid tiimorlerin tedavisinde siklikla kullanilan antikanser bir ilagtir.
Ancak agir seyreden ndropatik agr1 sendromu ve diger bazi yan etkileri bu ilacin uzun
sire ve yiiksek dozlarda kullanimini engellemektedir. Bahsedilen noropatik agri
sendromunun etiyolojisinin heniiz tam olarak saptanamamis ve tedavisi i¢in yeterince
etkin bir yontem gelistirilememis olmasi onkologlar1 bir¢ok vakada paklitakselin tedavi
dozunu diistirmek veya paklitakselle tedaviyi kesmek zorunda birakmaktadir.

Bu calisma, paklitaksel kemoterapisinin etkinligini artirmak amaciyla doz
kisitlayan ndropatik agrinin tedavisinde glutamat tasiyici aktivitesini artiran iki 6nemli
antibakteriyel, penisilin G ve seftriaksonun, paklitakselle olusturulan bir néropatik agri
sendromu modelinde analjezik etkilerinin olup olmadigini arastirmak i¢in tasarlanmis
ve yiiriitiilmiistiir. Bu amagla 200-220 g agirliginda 48 adet Albino Wistar tiirii erkek
sigan 8 gruba ayrilmis ve Randall Selitto analjeziyometre test aparati ile bazal agr
esikleri tespit edildikten sonra bu gruplardan altisina birer giin ara ile (0, 2, 4, 6. glinler)
toplam dort kez paklitaksel (2.0 mg/kg) intraperitoneal yoldan zerk edilmistir. Bir ay
sonra bu gruplardan {i¢iine ikinci kiir olarak paklitaksel injeksiyonlari, penisilin G ve
seftriaksonun paklitakselin tekrarlayan dozlarindaki analjezik etkinligini arastirabilmek
icin tekrarlanmistir. Bahsedilen noropatik agri 25-30. giinlerde en siddetli hale
geldiginden bu noropatik agrida analjezik tedavi etkinliklerini aragtirdigimiz penisilin G
(400.000 U/kg) ve seftriakson (200 mg/kg) 30. giinden itibaren 10’ar giin siire ile 1 mL

tasiyici igerisinde siganlara intraperitoneal yoldan zerk edilmistir.
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Agrn esikleri tek kiir paklitaksel injeksiyonu sonrasi 0, 30 ve 96. giinlerde yapilan
test sonuglarinda penisilin G, seftriakson ve paklitaksel kontrol gruplarinda sirasiyla
9,543,6; 18,5+7,7; 32,2429,9 gram olarak tespit edilmis agr1 esikleri B-laktam
tedavisinden sonraki 66. giinde yine sirasiyla 26,6+25,4; 45,7+24,1; 33,7+20,1 grama
yukselmistir. Bir ay ara ile yapilan iki kiir paklitaksel injeksiyonu sonrasi yapilan
tedavide yine sirasiyla 19,1+6,9; 15£3,79; 16,4+3,4 gram olarak tespit edilmis agri
esiklerinin 66. giin 31,3+12; 31,61 ve 22,67 grama yiikseldigi gézlemlenmistir.
Elde edilen sonucglar hem penisilin G hem de seftriaksonun tedaviye baslandiktan 66
gilin sonra mekanohiperaljeziyi anlamli 6lgiide tedavi ettigini gostermektedir. Ancak
siganlarin agr1 esigi tam olarak paklitaksel uygulamasindan onceki degerlere geri
donmemistir.

Penisilin G ve seftriaksonun paklitakselle indiiklenen hiperaljezide terapotik
etkinliklerinin oldugunu tespit ettifimiz bu c¢alisma beta-laktam antibiyotiklerin
kemoterapiyle indiiklenen noropatik agrinin yaninda amyotrofik lateral skleroz (ALS),
Alzheimer, inme ve Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’nde hiicre disinda artmis glutamat
konsantrasyonlariyla yakindan iliskilendirilen diger norolojik rahatsizliklarda da faydali
olabilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Glutamat, noropatik agri, beta-laktam antibiyotikler, sican,

allodini, hiperaljezi, paklitaksel
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SUMMARY
ANTICANCER AGENT INDUCED NEUROPATHIC PAIN AND THE ROLE
OF GLUTAMATE TRANSPORTER ACTIVITY ENHANCERS IN
TREATMENT OF THIS TYPE OF PAIN

Paclitaxel, an anticancer drug, is the one of the most frequently used
chemotherapeutics for the treatment of solid tumours. However, its use is often limited
because of the incidence of severe adverse reactions including the neuropathic pain
syndrome. Because the ethiolgy of paclitaxel induced pain syndrome has not been
adequately understood yet and, unfortunately, there are no acceptable therapies to
prevent this side effect ongologists have to stop paclitaxel therapy or reduce paclitaxel
dose in most cases.

To develop a treatment healing aforesaid side affect of paclitaxel and enhance the
success of paclitaxel therapy, the present study was undertaken to observe the anti-
nociceptive effects of ceftriaxone and penicillin G, two important glutamate activity
enhancers, in an animal model of neuropathic pain induced by paclitaxel. Fourty eight
adult male Albino Wistar rats (200-220 g) were housed in groups of eight. After
baseline measurement of pain sensitivity by Randall Selitto apparatus, six groups of rats
were injected intraperitoneally on four alternate days (days 0, 2, 4, and 6) with vehicle
or paclitaxel (2,0 mg/kg). One month later, four of them were injected intraperitoneally
with vehicle or paclitaxel again to observe if ceftriaxone and penicillin G had anti-
nociceptive effects in repetitive dosage regimens. Because Paclitaxel-evoked
hypralgesia reaches peak severity on 25"-30" days ceftriaxone (200 mg/kg), penicillin
G (400.000 U/kg) or distilled water, as vehicle, was administered intraperitoneally once

a day in a volume of 1 mL for 10 days.
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Mechanical tresholds measured by Randall Selitto analgesiometer were almost
stable at 75 g for intact group of rats. Mechanical tresholds measured on 30™ day, for
penicillin G, ceftriaxone and paclitaxel control groups were 9,5+3,6; 18,5+7,7;
32,24£29,9 g and on 66™ day (after B-lactam therapy) at 26,6+25,4; 45,7+24,1; 33,7+20,1
g respectively. The mechanical tresholds measured after second paclitaxel injection on
30t day were 19,14+6,9; 15+3,79; 16,4+3,4 g and on and 96™M day 31,3+£12; 31,61 and
22,6+7 g respectively. This study showed that penicillin G and ceftriaxone, significantly
suppressed mechanohyperalgesia 66™ day (after B-lactam therapy) but complete
recovery was not observed.

In the present study, we found ceftriaxone and penicillin G have terapotic affects in
the treatment of paclitaxel induced hyperalgesia. This findings support the idea that
beta-lactam antibiotics may be useful in the treatment of ALS, Alzheimer, stroke and
other neurological diseases associated to increased glutamate levels in extracellular area
of CNS.

Key words: Glutamate, neuropathic pain, beta-lactam antibiotics, rat, allodynia,

hyperalgesia, paclitaxel
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KISALTMALAR
AMPA : a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonat
DRG : Dorsal kok gangliyonlari
EAA : Eksitator amino asitler
GLT-1 : Glutamat tasiyicisi-1
GLAST: Glutamat-aspartat tagiyicisi
KA : Kainik asit
MSS : Merkezi sinir sistemi
mGluR : Metobotropik glutamat reseptorleri
iGIuR : Iyonotropik glutamat reseptorleri

NMDA : N-metil-D-aspartat



1. GIRIS ve AMAC

Paklitaksel Taxus brevifolia (pasifik porsuk agaci) isimli bitkiden elde edilen ve
mitoz mekigi kontraktil proteinlerini olusturan mikrotiibiilleri stabilize ederek etki
gosteren, bitkisel kaynakli sitostatik bir ilagtir. Solid tiimorlerin (meme kanseri, kiiclik
hiicreli olmayan akciger kanseri, over kanseri, Kaposi sarkomu) tedavisinde kullanilan
bu ilacin doz kisitlayan en 6nemli yan etkisi sebep oldugu noropati ve bu ndropatiye
eslik eden noropatik agri sendromudur. Bu yan etki ¢ogu kez hastaya optimum ilag
miktarinin optimum siire verilmesini ve dolayisiyla tedavi basarisin1 engellemektedir.
Bahsedilen noropatinin sebebi kesin olarak bilinmemekle birlikte aksonal tagimadaki
bozukluklar ve mitokondriyel disfonksiyonun néropatinin altinda yatan sebep olduguna
dair kanitlar mevcuttur.

Paklitakselle ilgili yapilan bazi c¢alismalarda paklitakselin, hiicre disinda yiiksek
konsantrasyonlara ulastiginda kendine 6zgii reseptdrleri araciligiyla eksitotoksisiteye
(asir1 uyarima bagli noronal hasar) neden olan ndrotransmitter “glutamat” 1 hiicre
disindan astrositlere ve noronlara geri tagiyarak bu transmitterin hiicre disi ortamda
bahsedilen eksitotoksik konsantrasyonlara ulagsmasini engelleyen glutamat tasiyici
proteinlerin liretimini azalttig1 diger bazi caligmalarda ise B-laktam antibiyotiklerin bu
tasiyici proteinlerin sentezini gen aktivasyonu araciligi ile artirdigi tespit edilmistir.

Bizim bu c¢alismadaki amacimiz yukarida bahsedildigi gibi glutmat tasiyicilarinin
aktivitesini azaltan paklitakselle olusan noropatiyi ve noropatik agriyr yine bu

tagtyicilarin aktivitesini artiran B-laktam antibiyotiklerle tedavi etmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Glutamat ve Norotoksisite
2.1.1. Eksitator Amino Asit Norotransmitter “L-glutamat”

Bugiin glutamat hakkinda sahip oldugumuz bilgiler sebebiyle bizlere sasirtic1 gelse
de glutamatin beyin dokusunu uyarabildigi 20. ylizyilin ikinci yarisinda tespit edilmis
ve ancak 1970’lerde glutamat bir “transmitter aday1” veya “siipheli transmitter” olarak
addedilmistir. Glutamatin ndérokimya camias1 tarafindan Merkezi Sinir Sistemi
(MSS)’nin major eksitator norotransmitteri olarak kabulii ise 1984 yilinda Fonnum, F.
1simli aragtirmacinin “Glutamate: a neurotransmitter in mammalian brain” bashgiyla J.
Neurochemistry dergisinde yayimlanan makalesiyle gerceklesmistir. Muhtemelen 1968
yilinda ayni dergide yayinlanmis olan “Potassium effects on ion transport in brain
slices” 1simli makalesi i¢in ¢aligmalar yapan Leif Hertz isimli bilimadami dahi, kiiltiir
medyumunda artmis K diizeylerinin beyin kiiltiirlerine 6nceden yiiklenmis ['*C] isaretli
glutamatin salgilanmasini artirdigini tespit ettiginde bir ndérotransmitter olan glutamatin
depolarizasyon aracili salgilanmasim gdzlemlediginin farkinda degilken' bugiin
glutamatin in-vivo kosullarda hiicre dis1 konsantrasyonlarin1 saniye bazinda tespit
edebilen cihazlarla donatilan tip diinyasi glutamatin fizyolojik ve patolojik etkileri
hakkinda ¢ok daha fazla bilgiye sahiptir. Soyle ki giiniimiizde memeli MSS’sindeki
eksitator sinyallerin major medyatorii olarak kabul edilen amino asit L-glutamat, bir¢ok
yonden hafiza, 6grenme ve bilissel aktiviteyi de igeren normal beyin fonksiyonlariyla™
% sinaps eliminasyonu ve indiiksilyonunu, hiicre migrasyonunu, farklilasmasini ve
oliimiinii igeren MSS’nin gelisimiyle; endokrin hiicrelerde®® ve periferal organ ve

1-4,7

dokularda sinyal iletimiyle ™' ayrica presinaptik ve postsinaptik reseptorleri araciligryla



nosiseptif ~ uyarilarm  iletimi  ve  hiperaljezinin  olusmasiyla”™  yakindan
iliskilendirilmektedir.

MSS, serotonin (5-HT) ve dopamin (DA) gibi bircok onemli ndrotransmitterin
miktarindan yaklagik 1000 kat daha fazla miktarda glutamat (bdlgeye bagli olarak
yaklagik 5-15 mmol / kg’dir ve beyinde toplam miktar1 glutamata en yakin olan
transmiter madde 1-5 mmol / kg ile aspartattir'® ) ihtiva eder ve bu miktarin dagilimi
enerji teminindeki degisikliklere son derece hassas dinamik bir denge icinde tutulur.
MSS’de bulunan glutamatin biiyiik kism1 normal kosullarda hiicre i¢inde ve kiigiik bir
kismi ise hiicre disinda bulunur. Hiicre dis1 ortamdaki glutamatin pargalanmasindan
sorumlu herhangi bir kimyasal mekanizmanin bulunmadigi, dolayisiyla bu
norotransmitterin hiicre dis1 etkinliginin sonlandirilmasinin sinaptik araliktan tasiyici
mekanizmalar ile uzaklastirilmasina bagl oldugu bilinmektedir. Bahsedilen mekanizma
Na® bagimli ve yiiksek afiniteli bir geri tasima mekanizmasidir ve néron ve
astrositlerden hiicre dis1 ortama sizan glutamat siirekli olarak bu tasiyict mekanizma
sayesinde hizla ndronlara ve astrositlere geri tasinmaktadir™'*!"". Soyle ki 1992 yilinda
Clements ve ark. yaptig1 bir calismada santral glutamerjik sinapslarda glutamat
konsantrasyonunun 1.1 mM diizeylerine kadar yiikseldigi ve 1.2 ms gibi kisa bir siirede
glutamatin biiyiik bir kisminin sinapslardan uzaklastirildig tespit edilmistir'>.

70’11 yillarda yapilan 6nemli ¢aligmalarla ise MSS’de sinir dokusunun, eksitator
sinyal iletiminden sorumlu olan glutamat ve diger “eksitatér aminoasitler” (EAA)’in
yiiksek konsantrasyonlarina maruz kalmasinin, noronal dejenerasyona ve/veya oliime
sebep oldugu ve glutamatin ve diger EAA’larin bu etkilerinin néron membranlarini
depolarize edebilmelerine ve dolayisiyla ndronlari uyarabilmelerine bagli oldugu

gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalar gostermistir ki sinir u¢larindan glutamatin ve diger



EAA’larin asint salgilanmasi ve/veya astroglialar tarafindan yetersiz geri tasinmalari
dolayisiyla bu transmitterlerin hiicre dis1 ortamda birikmeleri, glutamat da dahil
bahsedilen norotransmitter aminoasitleri hipereksitasyona bagli geridoniissiiz sinir
hiicresi harabiyetine sebep olabilen giiclii “eksitotoksin” lere ddniistiirmektedir*'*. Bu
bilgi gilinlimiizde farkli tip EAA reseptorlerinin karakterizasyonu ve bu reseptorlerin
fonksiyonlarinin tespitindeki gelismeler sayesinde mekanizmasi belirli oranda
aciklanabilmis, “eksitotoksisite” diger bir deyisle “asir1 uyarima bagli néronal hasar”
kavramini ortaya ¢ikarmistir'®,

MSS’de eksitator sinyal iletiminde 6nemli rol oynadigini ve hiicre disindaki
asirt miktarlarinin néronlarda hipereksitasyona bagli hasar olusturdugunu belirttigimiz
glutamatin, MSS disinda periferde; primer aferentler”, keratinositler, makrofajlar,
schwann hiicreleri ve serumda'® da kendine 6zgii reseptérleri ile etkilesebilen depolar
bulunmaktadir. Periferdeki bu depolardan glutamatin MSS’ye geg¢isi, yani MSS’nin
periferik glutamatla kontaminasyonu, kan ile MSS arasinda farkli bircok maddenin de
MSS’ye gecisine mani olan ve dolayisiyla MSS’deki hiicre disi sivinin mahiyetinin
kontroliinii saglayarak MSS’yi muhtemel toksisitelerden uzak tutan bir yapilanma
sayesinde engellenmektedir. Beynin vaskiiler endotelinde bulunan ve ‘“kan-beyin
bariyeri” olarak adlandirilan bu yapilanma sinirh 6lciide aktif transport mekanizmasina
sahip olup, yukarida da bahsettigimiz gibi glutamat dahil kanda ¢6ziinmiis bir¢ok
maddenin MSS’ye gec¢isine mani olmaktadir. Bu durum MSS’nin, glutamati kendi
siirlari igerisinde sentez ve depo edebilen ayrica bu eksitator transmitterin ekstrasetiler

miktarmin regiilasyonunu yapabilen 6zerk bir bolge oldugunu gostermektedir'’.



2.1.2. Glutamat Sentezi

Daha once de belirttigimiz gibi kan-beyin bariyeri glutamatin sistemik dolasimdan
MSS’ye ayrica MSS’den sistemik dolasima gecisine mani olmaktadir. Dolayisiyla
MSS’deki glutamatin tamami burada sentez ve depo edilmektedir. Glutamatin sentezi
bliyiik 0Ol¢lide glutamerjik sinir uclarinda glutaminin, glutaminaz (GLS) enzimi
araciliftyla hidroliz edilmesi ile gerceklestirilir'®. Glutamatin az bir kismi ise kan-beyin
bariyerini rahatlikla gegebilen glukozun metabolizmasindaki ara iiriinler kullanilarak
sentez edilir. Glukozu CO, ve suya kadar indirgeyebilecek donanima sahip olan
noronlar ve astrositlerde oncelikle glikoliz ile piruvat ve piruvattan bir molekiil CO,’nin
uzaklastirilmasiyla asetil koenzim A (asetil CoA) ve asetil CoA’nin trikarboksilik asit
(TCA) siklusunda oksaloasetat ile kondensasyonu ile sitrat meydana gelir. Daha sonra
iki farkli ara maddenin de oksidasyonu ile bir molekiil asetil CoA’ya karsilik iki
molekiil CO, iiretilmis ve bir molekiil oksaloasetat, TCA siklusunda sitrat tiretimi i¢in
tiikketilmis, diger bir asetil CoA molekiilii ile kondensasyon i¢in hazir hale getirilmis
olur. Bu arada TCA siklusunda meydana gelen ara iiriin o-ketoglutarat, alanin
aminoasidi ile transamine edilerek glutamat sentezlenir'’. Burada glukozun oksidasyonu
ile yiiksek miktarda enerji elde edilirken TCA siklusundaki ara maddelerin net bir
sentezi gerceklesmemektedir. TCA siklusunda olusan ara triinlerin sentezi, 6zellikle
siklusun devamliligin1 ve glutamat tiretimi i¢in harcanan ara iiriinlerin yerine konmasini

sagladigi i¢cin onem arzetmektedir.
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Sekil 1. Glutamat sentezi.

2.1.3. Glutamat Reseptorleri

Noéronlar ve astrositlerden saliverilen' ve hiicre disindaki yiiksek konsantrasyonlari
MSS hastaliklarinin birgogu ile yakindan iliskilendirilen glutamatin, postsinaptik hiicre
zarinda yerlesim gosteren ve hiicresel fonksiyonlarina aracilik eden kendine 0zgii
reseptorlerinin  modiilasyonunun, santral (6r. omurilik hasar1) veya periferal (or.
diyabetik noropati, radikiilopati) sinir harabiyeti ve/veya hastaligina bagl gelisen
agrilar dahil persistan agrinin bir¢ok tiirlinde ve inflamatuar veya mafsalla iliskili
agrilarda (Or. romatoid artrit, osteoartrit) terapotik yarar saglayabilecegi diisiincesini

destekleyen ¢ok sayida delil mevcuttur®. Bu nedenle glutamat reseptorlerinin,



etkilerinin, etki mekanizmalarinin ve agriyla olan iligkilerinin incelenmesi 6nem
arzetmektedir.

Glutamat reseptorleri  (GluR); elektrofizyolojik  Ozellikleri, farmakolojik
antagonizmalar1 ve klonlandiklar1 genler goz oOniinde bulundurularak (i) iyonotropik
reseptorler (1GIluR, ligand kapili iyon kanallar1) ve (ii) metabotropik reseptorler
(mGluR, ACPD reseptorleri, G protein kenetli) olmak iizere iki ana grupta kategorize

edilirler'>**-2*

. 1Glu reseptorleri, mono veya divalan katyonlara gecirgen katyon-spesifik
iyon kanallar1 olup dogal agonistlere gosterdikleri secicilige gore; a-amino-3-hidroksi-
5-metil-4-izoksazolpropiyonat (AMPA), 2-karboksi-3-karboksimetil-4-izopropenil-
pirolidin (KA, kainik asit) ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor kanallar1 olmak
lizere ii¢ alt bashik altinda toplanirlar’’** (AMPA ve kainat reseptorleri agonist ve
antagonistleri tam anlamiyla tespit edilmeden Once non-NMDA reseptorler olarak
isimlendirilmistir ve bu isimlendirme bazi1 kaynaklarda halen kullanilmaktadir). mGlu
reseptorleri ise selektif olarak (+)-1-aminosiklopentan-trans-1,3-dikarboksilik asit’e
(trans-ACPD) afinite gdsteren”**, G proteinine kenetli, yedi transmembranal segmentli
reseptorlerdir ve bazi hiicre i¢i ikincil habercilerin (inositol trifosfat ve siklik
niikleotidler gibi) iiretimini diizenlerler'****,
2.1.3.1. AMPA Reseptorleri

Bu reseptorler, once kiskolat reseptorleri olarak daha sonra ise metabotropik
glutamat reseptorlerinin de kiskolata afinite gosterdiginin ve AMPA’nin bu ligand
kapili iyon kanallart i¢in kiskolattan daha segici oldugunun tespitinden sonra AMPA
reseptorleri olarak yeniden adlandirilmis'>*’; GluR1, GluR2, GluR3 ve GluR4 (GluRA-

D veya GLU, .4 olarak da bilinirler) olmak {izere toplam dort adet altbirimden tesekkiil

eden homo- veya heterotetramerlerdir. NMDA reseptorleriyle kiyaslandiginda



glutamata daha diisiik afinite gosterirler ve dogal agonistleri olan glutamata secicilikleri
AMPA’dan daha diisiiktiir>. AMPA reseptorleri beyin fonksiyonlar: igin kritik dneme
haizdir; soyle ki selektif AMPA reseptdr antagonistlerinin sigan hipokampiisiine
infiizyonu, bu bolgedeki eksitator sinyal iletiminin neredeyse tamamen kesilmesine
sebep olmustur®. Aktivasyonlart hizli olusan (1-4 ms) ve c¢abuk sdnen (2-14 ms)
depolarizasyon saglayan AMPA reseptorlerinin MSS’deki birgok sinapsta hizli eksitator
sinyal iletimine aracilik ettigi diisiiniilmektedir*.

Bu iyon kanallarin biiyiik bir kismi Ca®" permeabilitesini belirleyen GluR2 altbirimi
icerir’” ve primer olarak Na” ve K" iyonlarma gecirgendir. Kiigiik elipsoidal hipokampal
noronlar, retinal bipolar hiicreler ve serebral korteksin non-piramidal néronlarindakiler

2+s

haric GluR2 altbirimi iceren AMPA reseptorleri genel olarak Ca”’ya gecirgen
degildir**".

AMPA reseptor proteinlerinin varligi periferde dorsal kok gangliyon (DRG)
hiicrelerinin gdvdelerinde, insan derisinde ve siganlarin miyelinli ve miyelinsiz duysal
sinirlerinde gosterilmistir’®. Omurilik diizeyinde, DRG nd&ronlarinin  hassasiyetinin
idamesinde rol oynayan AMPA reseptorleri, hem normal duyusal hem de inflamatuar ve
noropatik agriyla ilgili sinyallerin iletiminde gorev almaktadir’®®*?°. Insizyonel
modellerde ve birinci derece yanik modellerinde intratekal AMPA reseptor
antagonistleri 2,3-dihidroksi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo[ f]kinoksalin-2,3-dion (NBQX)
veya 6-siyano-7-nitrokiniksalin-2,3-dion (CNQX) ile yapilan Ontedavi ile spinal
sentizasyon ve sekonder hiperaljezi, engellenebilmektedir’'”>.  Benzer sekilde
philathotoxin’ler ve joro 6riimcegi toksini (JSTX) gibi selektif olarak Ca*"’ya gegirgen

AMPA reseptorlerini bloke eden ajanlar kullanilarak bu reseptorlerin bloke edilmesi

ile, termal hasar sonucu gelisen sekonder mekanoallodini, insizyonel agr1 ve birinci



derece yanik sonrast gelisen sekonder allodininin Oniline gegilebilmesi de bu
reseptorlerin hem normal duyusal hem de inflamatuar ve noéropatik agriyla ilgili
sinyallerin iletiminde gérev aldigim gostermektedir”. Ayrica AMPA reseptorlerinin
presinaptik noronlarda glutamat saliverilmesinin feedback kontroliinde™; hafiza,
o0grenme, MSS’nin gelisiminde ve bazi norolojik rahatsizliklarin temelinde yatan uzun
dénem ve kisa dénem sinaptik plastisite de rol oynadig: da bilinmektedir’*.

2.1.3.2. NMDA Reseptorleri

EAA reseptorleri arasinda glutamata en fazla selektivite gosteren reseptor tipidir.
Glutamat kadar giiclii bir agonisti olmamasina ragmen sentetik agonisti N-metil-D-
aspartat (NMDA)’a olan secici afinitesi sebebiyle NMDA reseptorleri (NMDAR) olarak
adlandirilmig, D-2-amino-5-fosfonovalerat (APV) ve a-metil-4-karboksifenilglisin
tarafindan selektif ve kompetitif olarak bloke edilebilen, ligand (=glutamat) kapili iyon
kanallaridir. Bu iyon kanallar1 hipokampis, striatum, septum ve amigdalada fazla
miktarda bulunur ve postsinaptik yerlesim gdsterir.

Bu reseptorler yapisal olarak heterotetramerdir ve fonksiyonel her bir NMDA
reseptorii, glisin baglayan iki NR1 altbirimi ile glutamat baglayan iki NR2 (veya bir
NR2 altbirimi yerine glisin baglayan bir NR3) altbiriminin kombinasyonundan
miitesekkil bir komplekstenen ibarettir'>***°, Bu iyon kanallar1 ayrica proton (H),
poliamin (spermin, spermidin, ifenprodil), redoks ajanlari, nitrik oksit (NO), Mg*" ve
Zn"’nin baglandig1 allosterik modiilasyon bolgeleri de ihtiva eder’’.

NMDA reseptorleri, MSS’de eksitatér ndrotransmisyona AMPA reseptorlerinden
farkli yollarla aracilik eder ve diger ligand kapili iyon kanallari ile karsilastirildiginda
bu reseptdrler iglevlerini yerine getirebilmek i¢in hem membran potansiyeline hem de

agonistin etki bolgesine baglanmasina ihtiya¢ duymalar1 yoniiyle farklilik arzeder.
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Ayrica NMDA reseptorleri aktivasyonlart icin iki farkli agoniste (glutamat ve glisin)
ihtiyag duymalar1 nedeniyle de ozgiindiir’®. Bu sekilde glisin kendine o6zgii glisin
reseptorleri iizerinden inhibitér aktivite gosterirken, NMDA reseptorlerindeki 6zgilin
baglanma bolgesi araciligiyla eksitator sinyal iletiminde de rol almis olmaktadir.

Mg”" baglanma bolgesi ihtiva eden NMDA reseptérlerinin bir¢ok alttipi istirahat
membran potansiyelinde hiicre dist Mg®® tarafindan bloke edilmis halde bulunur.
NMDA reseptorleri araciligiyla gerceklesen sinaptik akimi engelleyen hiicre disi
Mg* " nin bu reseptorlere baglanarak bahsedilen fiziksel tika¢ gérevini gormesi, biiyiik
oranda voltaj ve belirli oranda da protein kinaz C (PKC) aktivasyonuna bagimlidir ve bu
Ozellik NMDA reseptorlerinin  fizyolojik rollerini  belirlemektedir. No&ronlarin
depolarizasyonu ile, Ornegin postsinaptik AMPA veya kainat reseptorlerinin
aktivasyonu sayesinde, voltaj bagimli Mg”" bloku kismen azalmakta ve azalan blokajla
birlikte aktive olmus NMDA reseptorleri hiicre i¢ine dogru gergeklesen Ca*" akisini
saglamaktadir'>****', NMDA reseptorlerinin aktivasyonu sonucunda hiicre i¢ine dogru
olusan Ca®" akimi; ndron igerisinde ¢esitli fonksiyonlar1 diizenleyen bir¢ok kinazin,
fosfatazin, endoniikleazlar ve kalpain gibi proteazlarin aktivasyonunu ve bu enzimlerin
aktivasyonuyla iliskili ¢esitli kaskadlarin tetiklenmesini saglamaktadir'>***, Bahsedilen
Ca’" akimi asir1 miktarda gerceklesirse noron hiicresinde fosfolipazlar, endoniikleazlar
ve kalpain gibi proteazlarin asir1 aktivasyonuna bagli olarak néron membrani, iskeleti
ve DNA’sinin hasar gordiigi eksitotoksik kaskadlar tetiklenmektedir.

NMDA reseptorleri araciligryla gerceklesen ndrotransmisyon bu reseptorlerin yavas
kinetigi nedeniyle AMPA reseptorleri ile ger¢eklesen norotransmisyona nazaran daha

12,43

yavas gelisir ve daha uzun siirer . Dolayisiyla iyon kanalinin gecirgenliginin

. . .. 2+ . . .
artmasina eslik eden hiicre i¢i Ca” konsantrasyonundaki artis “uzun siireli
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potansiyalizasyon” (long term potentiation, LTP) diger bir deyisle “6grenme ve bellekle

ilgili olaylara aracilik eden sinaptik etkinlikte uzun siireli artis” la sonuglanir®’>>.
NMDA reseptorlerinin aktivasyonu omurilik néronlarini hasar gérmiis veya duyarli

nosiseptorlerden ve diisiik esikli mekanoseptorlerden gelen biitiin uyarilara daha hassas

hale getirir***

. Bu duruma kapsaisinin (agri, kasinti ve yanma gibi duyularin
iletiminden sorumlu C-liflerinin spesifik stimulani olan, kirmizi biberde bulunan aktif
bilesik) intradermal injeksiyonuyla olusan ve 20 dakikada sonlanan giiclii, yanma
tarzindaki agrinin azalmasindan sonra injeksiyon bolgesi ve etrafinda goriilen allodinik
ve hiperaljezik hassasiyetin NMDA reseptor blokaji ile Onlenebilmesi 6nemli bir
kanittir*’. Ancak bahsedilen sentisizasyon muadili hiperaljezik ve allodinik durumlarda
NMDA reseptor antagonistlerinin sistemik uygulamasi; bu ilaglarin unutkanlhiga,
psikomimetik etkilere, ataksi ve motor diizensizliklere yol agmasi ve normal sinaptik
iletimi etkilemesi nedeniyle uygun bir tedavi yaklasimi degildir***.
2.1.3.3. Kainat Reseptorleri

Kainik asitin gii¢lii eksitotoksik ve epileptojenik etkilerinden yola ¢ikarak 1981
yilinda Watkins ve Evans adli bilimadamlar1 kainik asitin bu etkilerini kendisine 6zgii
reseptorleri tizerinden olusturdugu hipotezini 6ne siirmiistiir. Bu hipotez daha sonra
sican beyninde [*H]kainata yiiksek afinite gosteren baglanma bélgelerinin izole edilip
gosterilmesi ve in-vitro kosullada DRG’lerde ve C-liflerinde kainatin belirgin
depolarizan ve desensitizan cevap olusturmasi bu hipotezi desteklemistir”. Ancak
sonraki 20 yil icerisinde kainat reseptorlerinin MSS’deki fonksiyonel rolleri yeteri kadar
aydmlatilamamistir. Son 10 yil igerisinde yapilan c¢alismalar, bu reseptorlerin
postsinaptik bolgede miitevazi fakat uzamis depolarizasyon olusturdugunu, eksitator ve

inhibitér transmisyonda ve ndronal eksitabilitede rol oynadigini gdstermistir®*~.
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Bir¢ok acidan AMPA reseptorleri ile benzerlik gosteren bu glutamat kapili katyon
kanallari, MSS’de hizl eksitator sinaptik iletiye istirak etmektedir’®>.

Kainat reseptorleri bes farkli gen aracilifiyla sentezlenen ve GluRS, GluR®6,
GluR7 (veya GLUgs.7 ), KA1 ve KA2 (veya GLUg; ve GLUk>) olarak adlandirilan 5
altbirimin kombinasyonundan miitesekkil tetramerlerdir'>*'*>*** KAl ve KA2
altbirimleri [*H]kainata GIuR5-7’den daha yiiksek afinite gosterdikleri igin
isimlendirilmeleri farklilik arzetmektedir. Teorik olarak sadece yiiksek afiniteli
altbirimlerin biraraya gelebilecegi ongoriilebilse de fonksiyonel bir kainat reseptorii i¢in
bu durum yeterli degildir*.

Kainat reseptorleri MSS’de NMDA ve AMPA reseptorlerine kiyasla ¢ok daha
cesitli olaylarda rol oynar. Bu iyon kanallari, bir noktadan digerine gerceklesen
kimyasal sinyal iletiminin ve sinapslarda gosterdikleri modiilator faaliyetlerin®' yaninda
agrinin iletiminde de gorev alir. Bu durumu sican omurilik dilimlerindeki DRG’lerde,
C-liflerinin aktivasyonunu takiben bu reseptorlerin aracilik ettigi eksitator postsinaptik
akimlarin gézlemlenmis olmasi yeterince agiklamaktadir’>. Hem klinik hem de preklinik
veriler Ozellikle GLUgs altbirimi igeren kainat reseptorlerinin agr1 iletiminde rol
oynadiginmi gostermektedir. SOyle ki GLUgs reseptor alttiplerine segici ve yiiksek afinite
gosteren antagonist LY382884, formalinle indiiklenen persistan agrinin tedavisinde
yarar saglamakta®™ ve bagka bir periferal ndropati modelinde mekanik uyarilara ve
sicaklik uyarilarma karsi spinotalamik bolgenin cevabimi azaltmaktadir®. Ayrica
insanlarda kainat reseptor antagonisti LY293558’in sistemik uygulamasi kapsaisinin

indiikledigi agriy1 ve sekonder allodiniyi gidermektedir™.
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2.1.3.4. Metabotropik Reseptdrler (nGluR, ACPD Reseptorleri)

Metabotropik glutamat reseptorleri (mGIluR) 1980’lerde glutamat ve diger
EAA’larin (kiskolat ve ibotenat gibi) MSS’de farkli tip hiicrelerde fosfoinozitidin (PI)
fosforilasyonunu stimiile edebildiklerinin veya hiicre ici Ca® nin mobilizasyonunu
sagladiklarinin  gosterilmesi ile kesfedilmistir®. y-aminobiitirik asits (GABABg)
reseptorlerinin de dahil oldugu G-protein baglh reseptorlerin (GPBR) C simnifina dabhil,
dogal ligandlarin baglanmasi i¢in genis amino uglarinda meydana gelmis cep benzeri
baglanma bdlgeleri ile karakterize’” bu reseptorler yedi transmembranal segment ihtiva
ederler'>***,

Bugiine kadar sekiz farkli alttipte (mGlul-8) mGlu reseptorii klonlanmistir. Bu
reseptor alttipleri aminoasit dizilisindeki benzerliklere, sinyal iletim mekanizmalarina
ve farmakolojik 6zelliklerine gore ii¢ gruba ayrilabilir**. Grup I mGlu reseptérleri
(mGlul ve mGlu5) Gag-proteini araciligiyla fosfolipaz C (PLC) ile pozitif kenetlidir ve
fosfoinozitidin hidrolizini dolayisiyla intraseliller Ca*" diizeyini ve arasidonik asit
salgisimi artirirlar. Grup II mGlu reseptorleri (mGlu2 ve mGlu3) Gai-proteininin
aktivasyonu araciligiyla adenilil siklaz (AC) ile negatif kenetlidir. Benzer sekilde grup
III mGlu reseptorleri (mGlu4, mGlu6, mGlu7 ve mGlu8) de Gai-proteini araciligiyla
AC ile negatif kenetlidir’ ™’

Birgok mGlu reseptorii inen ve g¢ikan nosiseptif yolaklarda pre- ve postsinaptik
olarak bulunmaktadir. Ornegin DRG hiicrelerinde mGlIu8 reseptorleri disindaki
metabotropik glutamat reseptorlerinin varhigi gosterilmistir®. Bunula birlikte mGlu
reseptorleri; omuriligin dorsal boynuzu, talamus, amigdala ve serebral korteks gibi
nosiseptif olaylarla iliskilendirilen MSS bdlgelerinde de yerlesim gosterirler. Grup I

mGlu reseptorlerinin Ca*" mobilizasyonu ve dolayisiyla néronal uyarilabilirlik ile olan
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baglantist bu reseptdrlerin noropatik agr ile iligkilendirilmesini ve ilgi ¢ekici ilag
hedefleri haline gelmesini saglamigstir’®>"%,
2.1.4. Glutamat ve Norotoksisite

MSS’nin fizyolojik fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in elzem bir transmitter olan
glutamatin'™® hiicre dis1 ortamdaki miktarimm hipereksitasyona bagli ndronal
eksitotoksisiteyi tetikleyecek konsantrasyonlara ulagmasina mani olabilmek i¢in, hiicre
disina salinmig glutamatin Na“ bagimli ve yiiksek kapasiteli bir transport mekanizmasi
vasitastyla néronlara ve 6zellikle de astrositlere geri tasinmasi ve bu suretle hiicre dist
konsantrasyonunun kontrol altinda tutulmasi gerekmektedir”'®'""*, Enerji bagimli bu
geri-tasima mekanizmasinin; hipoglisemi, hipoksi veya uzamis epileptik nobetler vb.
sebeplerle bozulan enerji metabolizmasina bagli olarak yetersiz islev gormesi ve/veya
noron ve astrositlerden asir1 glutamat saliverilmesi, sinaptik aralikta biriken glutamata
bagli uyarinin siddetlenmesine ve glutamat reseptorlerine bagl kaskadlarin uzun siire ve
daha giiclii islemesine sebep olmaktadir'®. Bahsedilen bu durum cesitli nosiseptif,
kognitif ve lokomotor hastaliklarla iligkilendirilen noronal hasarla yakindan
iliskilendirilmektedir'®. Soyle ki bu reseptorlerin selektif ve kompetitif antagonistlerinin
norodejenerasyona bagli bircok patolojik durumda néroprotektif etkilerinin oldugu
gosterilmistir*.

Glutamatin hiicre dig1 ortamda yliksek konsatrasyonlara ulagsmasiyla asir1 uyarilan
gutamat reseptorleri (Ozellikle Ca®* influksuna miisade eden NMDA reseptorleri)
aracilifryla hiicre icerisine yogun Na“” ve Ca®" akis1t meydana gelir. Hiicre i¢i tampon
mekanizmalarinin  yetersiz kalmas1 ile asi1 yiikselen hiicre i¢in Na® ve Ca®*
konsantrasyonunun  bahsedilen  eksitotoksisitenin  primer  nedeni  oldugu

distiniilmektedir. Na”nin hiicre i¢i konsantrasyonlarindaki artig ile meydana gelen
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depolarizasyonu CI” ve suyun hiicre icine girisi takip etmekte ve buna bagli olarak da
hiicrede bazen tolere edilebilir bazen de lizisle sonuglanabilen morfolojik sisme
meydana gelmektedir®. Ca*”nin artmis hiicre i¢i diizeyleri ise kalpainler ve diger
proteazlarin, protein kinazlarin, nitrik oksit sentaz (NOS)’in, kalsindrinlerin ve
endoniikleazlarin asir1  aktivasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Bahsedilen
enzimlerin asir1 aktivasyonunun (i) asir1 miktarda hidrojen peroksit, siiperoksit (O,") ve
nitrik oksit (NO) gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina, (ii) hiicre iskeleti
tesekkiiliinde azalmaya, (iii) programlanmis hiicre 6liimiine (apoptozis) neden olan
genetik  sinyallerin  olugmasmma ve (iv) mitokondriyel hasara neden oldugu
bilinmektedir®®>. Ornek olarak NOS’nin Ca**- kalmodulin etkilesmesi sonucu aktive
olmas1 hiicre membrani hasarina ve mitokondriyel hasara neden olan hiicre i¢ci NO ve
siiperoksitlerin iiretimini artirir® ve olusan mitokondriyel hasara bagl gelisen enerji

tiretimindeki azalma hiicrenin 6liimiine veya hasar gérmesine neden olan kaskadlar

: 14
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Sekil 2. Noronal hasar ve/veya 6liime neden olan hiicre membrani hasar1 ve mitokondriyel hasar
olusum kaskadi.
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2.1.5. Glutamat Tasiyicilar

Hiicre dis1 ortamda bulunan yiiksek konsantrasyonlarda glutamatin norotoksik
etkilerine aracilik eden glutamat reseptorlerinin sadece sinapslarda degil; néron somast,
dendritler ve ndéron sonlanmalar1 gibi noronal unsurlarda da bulunmasi, ndronlar
glutamatin eksitotoksik etkilerinden koruyabilmek icin sadece sinaptik araliktaki
miktarinin degil ayn1 zamanda ekstrasinaptik ortamdaki miktarinin da kontrol altinda
tutulmas gerektigini gostermektedir’**%°. Daha 6nce deginildigi gibi glutamatm hiicre
dis1 ortamdaki miktarin1 bu transmitteri kimyasal yollarla par¢alamak suretiyle regiile
edebilecek bir enzim sistemi bulunmamaktadir. Bu durum glutamatin hiicre disi
miktarinin regiilasyonu i¢in bir tagiyici mekanizmanin elzem oldugu fikrini dogurmus
ve Na“ bagimli bir tasiyict mekanizmanin glutamati 6zellikle astrositlere ve bunun
yaninda ndronlara geri tasimak suretiyle hiicre dis1 glutamat miktarii kontrol altinda
tuttugu tespit edilmistir. Astrositler ve noronlar tarafindan gerceklestirilen geri alimin
biiyiik kismi (%95 oraninda) bahsedilen bu Na" bagimli ve yiiksek afiniteli tasiyicilarla
ve az bir kismi da (%5 oraninda) Na™ bagimsiz (Cl" bagimli glutamat /sistin tastyicilari)

TL7 - Glutamatin  geri tasmmasi, sadece sinyal

bir mekanizmayla gergeklestirilir
iletiminin sonlandirilmasi ve eksitotoksisitenin onlenmesinde degil hiicre i¢i glutamat
havuzlarinin yeni uyarilarla glutamatin tekrar saliverilmesi i¢in doldurulmasi yoniiyle
de 6nem arzetmektedir.

Su ana kadar EAATI1 (GLAST, Glutamate-Aspartate Transporter), EAAT2
(Glutamate Transporter, GLT), EAAT3 (Excitatory Amino Acid Carrier, EAAC),
EAAT4 (Excitatory Amino Acid Transporter) ve EAATS olmak iizere toplam bes adet

Na" bagimli ve yiiksek afiniteli glutamat (veya EAA) tasiyicisi klonlanmigtir. GLAST

ve GLTI1 ilk defa sigan, EAAC tavsan ve EAAT4 ile EAATS ise insandan izole
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edilmistir. Insanlarda bu tasiyic1 proteinlerden EAAT1 ve EAAT2 MSS astrositlerinde,
EAAT3 MSS noron somalar1 ve dendritlerinde, EAAT4 serebellar purkinje hiicrelerinde
ve EAATS 6zellikle retinada lokalize olmustur”****%’. Bu tasiyicilar vasitasiyla 3 Na™ ve
1 H" iyonu yaninda bir adet glutamat anyonunu hiicre igine geri tasinirken 1 K™ iyonu
ise hiicre disina ¢ikarilmaktadir. Noronlar igerisine taginan glutamat, burada vezikiiler
glutamat tasiyicilar1 (VGLUT) vasitasiyla vezikiiller igerisine sekestre olmakta ve daha
sonra saliverilmek iizere konsantre edilmektedir®. Glutamati amonyum (NH,") ile
amide eden reaksiyonu katalizleyen glutamin sentaz (GS) enzimini ihtiva eden
astrositlerde ise glutamat, enerji gerektiren bir reaksiyonla glutamat ve GABA
prekiirsorii olan glutamine doniistiiriilmekte ve hiicre dis1 ortama saliverilmektedir.
Astrosit tarafindan saliverilen glutamin hiicre dis1 ortamdan ndronlar tarafindan alinip
glutaminaz (GLS) enzimi ile enerji gerektirmeyen bir reaksiyonla tekrar glutamata

doniistiiriilmektedir. Bu dongiiye glutamat-glutamin dongiisii ad1 verilir"'"%,

SIMTAPTIE
VEZIEITL

GLUTANMERJIIE
SINIR UCLT

DENDRITIE
CIEINTI

Sekil 3. Hiicre disindaki glutamatin néronlara ve astrositlere geri taginmasi.
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2.2. Agn

Agri, Uluslararas1 Agr1 Arastirmalar1 Teskilati (International Association for the
Study of Pain, IASP) tarafindan 1986 yilinda “viicudun herhangi bir yerinden
kaynaklanan, ger¢ek ya da olasi bir doku hasar1 ile birlikte seyreden, hastanin
gecmisteki tim deneyimlerini kapsayan, hos olmayan, emosyonal (duygusal) ve
sensoryal (algilanan) bir duygudur’ seklinde tanimlanmustir®. Genellikle doku
zedelenmesine bagli yani nosiseptif nitelikte bir duygu olan®> ve hem ileri doku
zedelenmesinin Online gegen hem de 1iyilesme esnasinda zedelenmis dokunun
korunmasini saglayan agri, zorunlu korunma refleksinin fiziksel ekidir. Ancak agri
belirgin doku zedelenmesinin olmadig1 periferal veya merkezi sinir sisteminde agri
yollar1 iizerindeki bozukluklara bagli olarak da ortaya c¢ikabilmektedir®”
(deaferentasyon agrisi).

Agrn, sliresine gore “akut agr1” ve “kronik agri” olarak ikiye ayrilabilir. Akut agr
daima nosiseptiftir; kronik agri ise ¢ogu olguda nosiseptif nitelikte olmasina ragmen
baz1 olgularda deaferentasyon agris1 seklindedir. Psikojenik/psikolojik tarzdaki agrilar
ise organik bir neden olmaksizin hissedilen veya cogu olguda oldugi gibi organik
lezyona gore siddet ve siire olarak abartili agrilardir’.

2.2.1. Agr1 Reseptorleri ve Agr1 Yolag:

Agri reseptorleri (nosiseptorler) agri duyusunun algilanmasinda rol alan ¢iplak sinir
uclaridir. Bu uglar tarafindan algilanan (transdiiksiyon) agri diirtiileri periferden
MSS’ye (omuriligin arka boynuzunda substantiya jelatinosada bulunan ve beyin sap1 ve
talamusun g¢esitli bolgelerine ¢ikan ikinci noronlara) iki lif sistemi ile taginir
(transmisyon). Bunlardan birincisi mekanik ve termal uyarilar1 tagiyan miyelinli (iletim

hiz1 12-30 m/s) ve biiyiik ¢apli (2-5 mm) A9 lifleridir. Agn dirtiilerini MSS’ye tasiyan
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ikinci lif sistemi ise mekanik ve termal uyararilarin yaninda kimyasal uyarilar1 da
tastyan, miyelinsiz (iletim hiz1 0.5-2 m/s) ve ince (0,4-1,2 mm) C polimodal liflerdir.

Hizli ve orta siddette agr1 impulslarini tastyan birincil aferent noronlarla substantia
jelatinosadaki ikincil aferent néronlar arasinda sinyal asirimini saglayan transmitterin
glutamat; yavag ve yiksek siddette agrilarda ise P maddesi oldugu
diistiniilmektedir’>’**"_ Substantiya jelatinosada primer olarak glutamat ve P maddesi
tarafindan birincil aferent liflerle sinaps yapan ikincil aferent liflere iletilen agrili uyaran
ikincil aferent liflerle korteks, talamus ve beyin sapinda agri ile iligkili bolgelere iletilir
ve buralarda agrinin algilanmas1 gergeklesir (persepsiyon)”. Korteks; agrinin
ayirdedilmesi, dogru ve anlamli yorumlanmasi ile belirgin bir bi¢cimde iligkiliyken
agrimin algilanmasi igin korteksin varhigi elzem degildir’.

Agn ile ilgili teorilerden en ¢ok kabul goren 1965 yilinda Melzack ve Wall
tarafindan ileri siiriilen “kap1 kontrol teorisi”, agrinin ilk olarak omurilikte kontrol
edildigi diisiincesini ortaya koyar. Bu teoriye gére A ve C lifleri ile alinan uyarilarin
diizenlenmesi ve degistirilmesi substantiya jelotinosa hiicrelerinin araciligi ile
gerceklesir. Aferent liflerle omuriligin V. laminasindaki T (transmisyon hiicreleri)
hiicrelerine gelen sinir impulsu, arka boynuzun II ve III. laminasinda bulunan
substantiya jelatinosa hiicrelerinin aktivitesi tarafindan dilizenlenir. Substantyia
jelotinosa hiicreleri, uyarilarin gegisini (i) presinaptik olarak, Ad ve C lifi aksonlarinda
impulsu bloke etmek ya da, (ii) postsinaptik olarak; kimyasal transmitter saliverilmesini
inhibe ederek ve gelen eksitator impulslarin algilanma seviyesini degistirmek suretiyle
iki yolla etkiler. Kap1 mekanizmasi esas olarak genis ¢apli Aa ve AP liflerinin aktivitesi
ile kontrol edilir. Kalin liflerin uyarilmasi, substantiya jelatinosa hiicrelerini stimiile

ederek (kap1 kapanir) T hiicrelerine uyar1 gecisini inhibe eder. ince liflerin uyarilmasi
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ise substantiya jelatinosa hiicrelerini inhibe ederek (kapi agilir) T hiicrelerine uyari
gecisini artirir.  Kap1 kontrol teorisi, agrinin giderilmesinde klinikte genis kullanim
alanina sahiptir. Bu teoriye gore deri uyarist agriyr giderebilir. Masajla derinin
ovulmasi, sicak ve soguk uygulama, tedavi edici dokunma ve akapunktur gibi
yontemlerin temelindeki etki mekanizmasi kap1 kontrol teorisine dayanmaktadir’®.
2.2.2. Noropatik Agri, Hiperaljezi ve Allodini

Uluslararast Agr1  Arastirmalar1  Tegskilati’'nin 1994 yilinda terminolojideki
kanigikliklar1 6nlemek amaciyla yaptigi tanima gore noropatik agri; “periferik veya
santral sinir sisteminin bir kisminin zedelenmesi, fonksiyonun bozulmasi veya
uyarilabilirliginin degismesi ile ilgili bir agridir™®.

Allodini: Dokunma gibi normalde agr1 olusturmayan uyaranlarin bile agr
olusturmast ile belirgin hiperaljezik bir durumdur™.

Hiperaljezi: Normal kosullarda hafif bir agr1 olusturacak uyarilarin abartili bir
agriya sebep oldugu durumdur.

Agriya sebep olan ndropatiler ayirici tanilar1 géz ontinde bulundurularak asimetrik
tipte olanlar:

1. Kraniyal nevraljiler: trigeminal-glassofaringeal ve laringeal-nevralji,

2. Sinir sikigmalart: post-travmatik, karpal tiinel sendromu (sinir basi sendromu),

meralgia paraestetika, sinir kokii sikigsmasi (intervertebral disklerin fitiklasmasi),
3. Noromalar: post-travmatik, post-operatif, ampiitasyonu miiteakip néromalar ve
Morton nevraljisi,
4. Pleksus noropatileri: servikobrakiyal veya lumbosakral pleksuslarin idiopatik

nevritleri,
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Diyabetik mono-/oligo-ndropatiler: akut oftalmopleji, akut torakoabdominal
noropati, diyabetik amyotrofi,

Anjiyopatik noropatiler: inflamatuar, okluzif/iskemik néropatiler,
Infeksiydz/parainfeksiydz noropatiler: postherpetik, sifiliz, herpeks simplex,

AIDS, borelyoz néropatiler,

ve simetrik tipte olanlar:

1.

4,

Metabolik: diabetes mellitus, pellegra (niasin eksikligi), beriberi (tiamin
eksikligi) hastaliklarina bagli gelisen ndropatiler,

Toksik: Etanol, sitostatik ilaglar (6r. paklitaksel, vinkristin), izoniazid, talyum,
arsenik, civa ile olusan noropatiler,

Immiin yamt sonucu gelisen: Sjégren sendromu ile ilgili néropati, kriyoglobulin
ile ilgili noropati, akut veya kronik demiyelitizan noropatiler,

Kalitsal: 1rsi duyusal noropatiler, Fabry hastalig

diye simflandirilabilir”’.

2.2.3. Antikanser Ilaclarla Olusan Agrih Néropatiler

Malign neoplaziler (kanserler) hayati tehdit eden ve cogu kez hastanin hayatini

kaybetmesine neden olan; viicudun kalitsal yapilanma planindan bagimsiz olarak

cogalan, yiiksek proliferatif indeksli, saglikli dokular istila etme ve bu dokularda ikincil

tiimorler olusturma (metastaz) egilimi gosteren hiicrelerden miitesekkil doku kitleleriyle

belirgin hastaliklardir. Gilinlimiizde bu hastaliklar antikanser ajanlar yardimiyla belirli

oOl¢iide tedavi edilebilmekte ve en azindan hastanin hayat siiresi ve hayat kalitesi belirli

oranda artirilabilmektedir (palyatif tedavi). Ozellikle antikanser ilaglarla beraber

cerrahinin ve radyoterapinin birlikte uygulanmasi (multimodal tedavi) ile kanserli
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hastalarda 1960’larda %39 olan bes yillik sagkalim orani 90’li yillarda %70’lere
ulasmistir™>’®,

Antikanser tedavide amag¢ hastanin saglikli hiicrelerine zarar vermeden kanserli
hiicrelerin ¢ogalmasini onlemek veya miimkiinse onlar1 tamamen yok etmektir. Ancak
sagliklr viicut hiicreleri ile kanserli hiicrelerin birbirine birgok yonden benziyor olmasi
antikanser ilaglarin segiciligini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu ajanlar kanserli
hiicrelerin yaninda yiiksek proliferasyon indeksine sahip saglikli viicut hiicrelerini (kil
folikiil hiicreleri, kemik iligi kok hiicreleri, barsak epiteli vb.) de etkilemektedir.
Bununla beraber bu ilaglar proliferatif indeksi diisiik olan sinir, bobrek ve karaciger
hiicrelerini de etkileyebilmektedirler. Antikanser ilaglarin genel yan tesirleri dokular
iizerindeki antiproliferatif etkilerine bagl olarak gelismektedir. Ornegin kil
folikiillerinin ¢ogalma hizlarinin diismesi sa¢ kaybina yol agarken yasam stireleri birkag
giinle sinirlt olan enterositlerin yetersiz ¢ogalmalarina bagl olarak sayilarinin azalmasi
gastrointestinal sikayetlere (diyare) neden olmaktadir. Immiin sistem hiicrelerinin
yetersizligi ise hastanin infeksiyonlara hassasiyetini artirmakta ve kemik iligi
depresyonuna bagli olarak kan tablosu bozulmaktadir (notropeni, trombositopeni,
anemi). Hamilelerde bu ilaglarin kullanilmasiyla da muhtemel fetal malformasyonlar
meydana gelmektedir’>’®,

Daha once de deginildigi gibi antikanser ajanlar proliferatif indeksi yiiksek olan
hiicrelerin yaninda proliferasyonun belirgin olmadig: hiicreleri de etkileyebilmektedir.
Ornegin, sinirlerin antikanser ajanlardan (6zellikle paklitaksel, vinkristin ve sisplatin
gibi) etkilenmesi ile agr1 duyusunun dogru algilanamamasina neden olan sinir harabiyeti
gelisebilmektedir. Hasta, normalde agri olusturmayan bir uyaranla bile agr1 hisseder

hale gelirken agrili uyaranlar sebebiyle orantisiz agrilar algilamaya baslar. Ik durum
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“allodini” ikincisi ise ‘“hiperaljezi” olarak adlandirilmaktadir ve her iki durum da
genellikle standart analjeziklerle tedaviye direng gostermektedir. Bahsedilen bu yan
etkiler nedeniyle onkologlar bir¢ok vakada ila¢ dozunu azaltmak veya antikanser
terapisini sonlandirmak zorunda kalmaktadir. Tedavinin tamamlanamamasi veya diistik
dozlarla tedaviye devam edilmesi ile tiimor dokusuna hem ilaca kars1 direng gelistirmesi
hem de tekrar biiyiiylip hastanin hayatin1 tehdit etmesi i¢in bir sans daha verilmis olur.
Dolayisiyla paklitaksel, vinkristin ve sisplatin gibi ilaclarla olusan néropati ve néropatik
agrinin 6nlenmesi veya tedavi edilmesi, bu ilaclarla gergeklestirilen tedavinin daha etkin
hale getirilmesine ve kanserli hastalarin sagkalim oranlarinin artirilmasina olanak
saglayacaktir.
2.2.3.1. Paklitaksel ile Olusan Noropati ve Noropatik Agr1 Sendromu

Paklitaksel, Taxus brevifolia (pasifik porsuk agaci) isimli bitkiden elde edilen ve
mitoz mekigi kontraktil proteinlerini olusturan mikrotiibiilleri stabilize edip mitozu G2
fazinda durdurarak etki gosteren bitkisel kaynakli sitostatik bir ilactir”*’.  Solid
tiimorlerin (meme kanseri, kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanseri, over kanseri, Kaposi
sarkomu) tedavisinde kullanilan bu ilacin doz kisitlayan en 6nemli yan etkileri sebep
oldugu noropati ile bu noropatiye eslik eden noropatik agri sendromu ve
miyelosupresyondur®"*?. Bahsedilen ndropati ve ndropatiyi takip eden noropatik agrinin
insidansi; ilacin kiimiilatif dozuna ve diyabet, alkolizm ve diger antineoplastik ajanlarla
kombine tedavi gibi norotoksik fakatorlerin eszamanli varhigina baghdir®. Zamanla
siddetlenen noropatik agri ¢ogu kez yeterli paklitaksel dozunun yeterli siire
uygulanmasmi  dolayisiyla tedavi basarisim  engellemektedir®. Genel olarak
kemoterapétik tedavisine bagli agri gelisen hastalarin yiizdesi ile ilgili epidemiyolojik

bir veri bulunmamasina ragmen ¢esitli raporlar 6zellikle yiikkek doz tedavi gerektiren
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hastalarin %25-50’sinin noéropatik agr1 sendromundan etkilendigini gdstermektedir®.
Paklitakselle olusan noropatinin sebebi kesin olarak bilinmemekle birlikte mikrotiibiil
stabilizasyonuna bagli olarak gelisen aksonal tastmadaki bozukluklar® ve mitokondriyel
disfonksiyonun® néropatinin altinda yatan sebep oldugu tahmin edilmektedir.
Paklitakselin indiikledigi noéropatik semptomlar genellikle halsizlik ve parestezi ile
baslamakta ve el ve ayaklarda agrilar, uyusukluk, yazi1 yazma ve diigme ilikleme gibi
giinliik yasam hareketlerinde giicliikler ve 6zellikle gece ortaya ¢ikan denge bozuklugu
ile devam etmektedir *”%.

2.2.3.2. Paklitaksel Ile Olusan Noropatik Agrida Tedavi Yaklasimlar

Klinikte kemoterapi alan hastalarin bircok nedenle agri1 hissediyor olmalari
(antikanser ajanlara bagli agrinin yaninda kanserli doku ve/veya psikolojik nedenlerle)
ve bu hastalara bazi agr1 kesicilerin (6r. opioidler) uygulaniyor olmasi hem sadece
antikanser ajanla gelisen agrinin hem de bu agrinin tedavi edilip edilemediginin tespitini
gliclestirdigi icin saglikli deney hayvanlarinda kemoterapiye bagli agri modellerinin
olusturulmasi 6nem arzetmektedir. Bu modeller sayesinde sadece antikanser ajana bagl
agri olusturulabilmekte ve tedavisi i¢in ¢alismalar yapilabilmektedir.

Ozellikle hayvansal deney modelleri ile su ana kadar kemoterapinin indiikledigi
agrinin Oniine gecebilmek i¢in birgok ilag grubu denenmis ve bunlardan bazilar1 kismen
etkili bulunmustur. Kalsiyum kanal blokerleri, sodyum kanal blokerleri, antidepresanlar,
antiepileptikler tedavide etkinligi arastirilan en popiiler ilaglardir.

Kalsiyum kanal blokerleri: Omuriligin dorsal boynuzlari, ince miyelinli Ad ve

miyelinsiz C primer aferent lifleriyle taginan mekanik, termal ve inflamatuar bir¢cok
uyarmin omurilige giris bolgesidir. Kalsiyum kanallar1 ise buralarda agri sinyalinin

iletiminden sorumlu olan glutamat ve P maddesi gibi transmiter maddelerin
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saliverilmesi i¢in gerekli olan vezikiil-membran birlesmesi ve transmitterin bu
vezikiillerden sinaptik araliga saliverilmesinde rol oynamaktadir. Yapilan bir¢ok
calismalda omuriligin dorsal boynuzlarinda agrinin iletiminden sorumlu oldugu
disiiniilen P/Q tip (yiiksek esikli) ve N tip (diisikk esikli) kalsiyum kanallarinin,
DRG’lerin primer aferent hiicre govdelerinde ve serbest sinir uglarinda bulunan T tip
kalsiyum kanallarimin ve omuriligin dorsal boynuzunda ve DRG’lerde sinir hasarindan
sonra sayica artig gosteren dolayisiyla ndropatik agrinin gelismesiyle iligkilendirilen
kalsiyum kanal1 altbirimi 0281 lerin® modiilasyonu ile ndropatik agr1 ve diger kronik
agrilarin  tedavisi amaclanmistir. Bu caligmalarda paklitakselle indiiklenen
mekanoallodini ve mekanohiperaljezide NMED-126* (N ve T tip kalsiyum kanal
blokeri; 4 giin boyunca 30 mg/kg, p.o.), etosiiksimid’' (T tip kalsiyum kanal blokeri; 3
giin boyunca 100 veya 300 mg/kg, i.p.), gabapentin®* (4281 altbirimine baglanarak etki
gosterdigi diisliniilmekte, 100 mg/kg, 1.p.) belirli 6l¢iide etkili bulunmustur.

Sodyum _kanal blokerleri: Sodyum kanal blokerlerinin membran stabilizan

etkilerinden dolay1 postravmatik periferal noéropati modellerinde hasar gormiis
bolgedeki nosiseptorlerin ektopik ve spontan desarjlarini onleyerek etki gosterdikleri
diistiniilmektedir. Meksiletin (30 mg/kg, 1.p.) yapilan calismalarda paklitakselle
indiiklenen mekanoallodini ve mekanohiperaljezinin tedavisinde etkili bulunmustur®.

Antiepileptik ilaclar: Antikonviilsan etkinlik gdsteren topiramat (20 mg/kg, p.o.)

paklitakselle indiiklenen néropatik agrida etkili bulunmustur™.

2.2.3.3. Paklitaksel ile Olusan Noropatik Agrida Alternatif Tedavi Yaklasim
MSS’nin  major  eksitator  norotransmitteri  glutamatin  hiicre  dis1

konsantrasyonundaki artigin bu transmitterin kendine 6zgii reseptorleri ile etkilesmek

suretiyle asir1 uyarilmaya bagli noronal hasara sebep olduguna daha once deginilmisti.
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Glutamatin astrosit ve noronlara geri tasinmasinda meydana gelen aksakliklar bu
eksitator aminoasitin  omuriligin  dorsal boynuzundaki sinapslarda  yiiksek
konsantrasyonlara ulagsmasina ve aferent liflerle omuriligin dorsal boynuzuna gelen
agriyla ilgili sinyallerin ampfiliye edilmesine ve bdylece hiperaljezinin olusmasina
zemin hazirlamaktadir®.

Glutamatin hiicre dis1 ortamdaki diizeylerinin, bu amino asiti astrosit ve ndronlara
geri tastyan yiiksek afiniteli ve Na™ bagimli bir tastyic1 mekanizma araciligiyla kontrol
altinda tutuldugu bilinmektedir. Weng ve ark.” ile Cata ve ark.” 2005 ve 2006 yilinda
siganlarla yaptiklar1 ¢alismalarda omurilikte bu tasiyicilarin (GLAST ve GLTI1)
ekspresyonunun paklitakselle ile indiiklenen hiperaljezide azaldigini tespit etmislerdir.

2005 yilinda Rothstein ve ark.” Nature dergisinde yaymlanan ¢alismalarinda ise
GLT-1 seviyelerinin B-laktam antibiyotik (penisilin  deriveleri; amoksisilin,
bakampisilin, ampisilin ve nafsilin ile sefalosporinler; seftriakson, sefoperazol,
sefadroksil ve sefalotin) uygulamasi ile %210-610 oraninda arttig1 tespit edilmistir.
Daha sonra bu bu bulguyu destekleyen bir¢ok ¢alisma yapilmigtir” ',

Yukarida bahsedilen bilgilere dayanarak glutamat tasiyicilarinin sayisinin
azalmasina bagl olarak gelistigini dislindiigiimiiz paklitakselle indiiklenen noropatik

agriy1 bu tastyicilarin hem sayisini hem de aktivitesini artirdiklar1 tespit edilmis -

laktam antibiyotikler penisilin G ve seftriakson ile tedavi etmeye calistik.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Deney Hayvanlar

Bu calismada, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nden temin edilen ve agirliklar1 200-220 gram arasinda degisen toplam 48 adet
Albino Wistar cinsi erkek sigan kullanildi. Deney hayvanlar1 laboratuvarda normal oda
sicakliginda ( 22°C ), dogal gece-gilindiiziin yasandig1 bir ortamda, alt1 talas serili plastik
kafeslerde barindirildi ve beslendi. Calismamizin biitiin asamalarinin etik kurallara
uygun oldugu “Atatiirk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii Etik Kurulu”
tarafindan verilen 1 Nisan 2010 tarihli ve B.30.2.ATA.0.01.00.05/00/759 sayil1 yazi ile
ve “Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AUHADYEK)”
tarafindan verilen 29 Nisan 2010 tarihli ve B.30.2.ATA.023.85-10 sayili yaz1 ile
onaylanmistir.
3.2. Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan paklitaksel (Taxol, 6mg/mL flakon), penisilin G (Devapen
800.000 IU, IM flakon), seftriakson (Cefaday 1g, IV flakon) sirasiyla Bristol Myers
Squibb Ilaglar1 Inc., Deva Holding As., Biofarma ila¢ San. Tic. A.S.’den temin
edilmistir.
3.3. Paklitakselle Indiiklenen Noropatik Agr1 Modeli

Bu calismada deney hayvanlari her biri alt1 hayvandan olusan sekiz gruba ayrildi.
Mekanik hiperaljezi ve allodini olugturmak i¢in yapilacak paklitaksel injeksiyonundan
evvel plantar Randall selitto analjeziometre test ekipmani (Ugo Basile, Italya) ile farkli
giinlerde dort farkl test yapilarak biitiin hayvanlarin arka pengelerine basing uygulamak
suretiyle herbir siganin bazal agri esikleri tespit edildi. Daha sonra alt1 gruba ait

sicanlara 2 mg/kg dozda paklitaksel mekanik hiperaljezi ve allodini olusturmak
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amaciyla, stok ila¢ (Taxol®™) 2mg/ml’ye seyreltildikten sonra, birer giin ara ile (0., 2., 4.,
ve 6. giin) i.p. yoldan toplam dort kez zerk edildi’>. Bu gruplardan iigiine penisilin G ve
seftriaksonun, paklitakselin tekrar tedavisindeki muhtemel etkinliklerini tespit
edebilmek i¢in bir ay sonra paklitaksel tekrar birer giin ara ile toplam 4 kez daha zerk
edildi. Saglikli gruba ise ayn1 hacimde injeksiyonluk su yine i.p. yoldan verildi.
Paklitaksel ile olusturulan mekanik hiperaljezinin tespiti i¢in yine plantar Randall
selitto analjeziometre test ekipmani1 kullanildi. Her bir test 6ncesi deney hayvanlarinin
degisen ortam kosullarina uyum saglamasi amaciyla 20-30 dakika beklendi. Ayrica
kullanilan test ekipmaninin sicanlarin arka pencelerine uyguladigi basing nedeniyle
pencelerde agrili uyarana karsit olusabilecek muhtemel hassasiyetin test sonuglarini
etkilememesi i¢in ayni sican grubuna iki giin st iiste test yapmaktan kaginildi.
Yaptigimiz 6n ¢alismalarda ilk paklitaksel injeksiyonundan yaklasik 14 giin sonra tespit
edildigini gordiiglimiiz mekanik hiperaljezi ve allodini 30. giinde en siddetli hale
geldiginden, agr1 duyarliliginin olustugu goézlenen hayvanlara 30. giinden itibaren 10’ar
giin siire (30.-40. giinler arasi) ile 400.000 U/kg/giin dozunda penisilin G'"' ve 200

96,102

mg/kg/glin seftriakson 1.p. yoldan 1’er mL injeksiyonluk su igerisinde zerk edildi.
Saglikli grup ile paklitaksel kontrol grubu sicanlarina bu esnada 1’er mL injeksiyonluk
su i.p. yoldan zerk edildi. Penisilin G ve seftriakson tedavisine baslandiktan sonra dort

deney grubunun da agn esiklerindeki degisikliklerin tespiti i¢in her hafta en az bir test

yapildu.
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Sekil 4. Randall selitto analjeziometre test ekipmani (Ugo Basile, italya).

3.4. Istatistiksel Analizler

Deneylerden elde edilen degerler ortalama deger + standart hata olarak ifade edildi.
Gruplar aras1 farkin 6nemlilik derecesi one-way ANOVA testi kullanilarak belirlendi.
Takibinde Fisher’s post-hoc LSD (least significant differences) yapildi. Tim
istatistiksel islemler “ SPSS for Windows, 13.0 ” istatistik programinda yapildi ve

p<0.05 istatistiksel anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Birer giin ara ile toplam dort kez 2 mg/kg dozda paklitaksel injekte edilen si¢anlarda
agr1 esigindeki diisiislin istatistiksel olarak anlamlilik arzettigi, diger bir deyisle
paklitakselin indiikledigi noropatik agrinin ortaya ¢iktigi giiniin tespiti i¢in siganlar ayni
sigan iki giin st {iste teste tabi tutulmayacak sekilde her giin Randall-Selitto
analjeziometre test ekipmami (Sekil 4) ile teste tabi tutuldu. Son paklitaksel
injeksiyonundan (6.glin) sonra her giin agr1 esiklerinin tespiti i¢in yapilmaya baglanan
test sonuclarina gore ilk paklitaksel injeksiyonundan sonraki 14. giine kadar agri
esiklerinde istatistiksel olarak anlamli bir diisiis tespit edilemedi. Ancak ilk paklitaksel
injeksyonundan sonraki 14. giin sicanlarda agr1 esiginde istatistiksel olarak anlamli bir
diisiis tespit edildi ve siganlarda agrili uyarana karsi gelisen bu hassasiyetin 110 giin
stireyle devam ettigi goriildii (Tablo 1, 3 ve Sekil 5, 7).
Tablo 1. Tek kiir paklitaksel alan siganlarda noropatik agrinin tespit edilmesi i¢in yapilan test

sonuglart (Tedavi Oncesinde paklitaksel uygulanan biitiin sigcanlarla yapilan test
sonuclaridir).

Gtinler Hayvan Sayisi (n) Agr1 esigi (g) P
0 6 75 -
12 6 44,3+26.,4 >0,05
13 3 37433 >0,05
14 6 10,8+4,2 <0,05
15 5 14,6+2,9 <0,05
16 6 26,5+13,7 <0,05
17 3 22+14 <0,05
18 4 17,2+7,8 <0,05
20 4 11,2+2.8 <0,05
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Sekil 5. Tek kiir paklitaksel alan sicanlarda ndropatik agrinin bagladigi giliniin ve agri
esiklerindeki degisiminin tespiti.

Yapilan 6n caligmalarda paklitakselle indiiklenen noropatiye bagli gelisen agrili
uyarana kars1 hassasiyetin (hiperaljezinin) ilk injeksiyondan 30 giin sonra en siddetli
hale gelmesi nedeniyle, bu hassasiyetin tedavisinde muhtemel etkinliklerini tespit
etmeye c¢alistigimiz B-laktam antibiyotiklerden penisilin G ve seftriaksonun
injeksiyonlarina bu giinde baslanmistir ve tedaviye 10 giin boyunca devam edilmistir.
Penisilin G ve seftriaksonun her ikisinin de tedaviye baslandiktan 66 giin sonra

analjezik etkileri istatistiksel olarak anlam ifade etmistir (Tablo 2 ve Sekil 6).



Tablo 2. Tek kiir paklitaksel alan hayvanlarda ilk paklitaksel injeksiyonundan sonraki 0-96.
giinler arasinda siganlara yapilan analjeziometre test sonuglar1 (30-40. giinler arasinda B-laktam
tedavisi uygulanmigtir, degerler gram cinsinden agirlig1 gostermektedir).

0. giin 14.glin 30. giin

Gruplar

Pen G
+ 58,7+32.5
PTX
(n=6)
Sef
+ 75
PTX
(n=6)
PTX
kontrol 75
(n=6)

17,2+6,3 9,5£3,6

18,5+5,3

18,5+7,7

34436

32,2429,9

40.glin 45. glin 60. giin 96. giin
16,245,5 25+ 124 22,7+8 26,6+25,4*
11,2£1,5 34,2422,5  36,7£19,6  45,7+24,1*
26,2428.8  19,7421,5  27,6+26,5 33,7+20,1

sef: seftriakson, pen G: penisilin G, PTX: paklitaksel

* 30. gilin olgiilen agr1 esiklerinden istatistiksel olarak anlamli olgiide farklilik arzeden agri esigi

degerlerini gostermektedir (p<0,05)

80

*
70 P

60 T \
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Seftriakson+Paklitaksel
Paklitaksel
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20 | -
10 -\-/
0
14 30 40 45 60 96
Glinler
Sekil 6. Ilk paklitaksel injeksiyonundan sonraki 0-96. giinler arasinda siganlara yapilan

analjeziometre test sonuglari.
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Tek kiir paklitaksel ile indiiklenen ndropatik agriya benzer sekilde iki kiir
paklitaksel uygulamasi ile indiiklenen noropatik agrida da penisilin G ve seftriakson
tedaviye baglandiktan 66 giin sonra istatistiksel olarak anlamli bir analjezik etki
olusturmustur. Penisilin G’nin analjezik etkisi 105. giinde, seftriaksonun ise 112 giinde

istatistiksel anlamini yitirmistir (Tablo 3 ve Sekil 7).

Tablo 3: Bir ay ara ile toplam iki kiir paklitaksel injeksiyonundan sonra 0-112. giinler arasinda
sicanlara yapilan analjeziometre test sonuglart (degerler gram cinsinden agirhigi
gostermektedir).

0. giin 14. glin 30. giin 60. giin 75. giin 96. gilin 105. glin ~ 112. giin

Gruplar

Pen G
+ 72,543 23+13,11 19,1+6,9 13,8+2,1 17+4.2 31,3£12% 21,3+6,7 26,17
PTX
(n=6)
Sef
+ 68,5+14 31+15,8 15+3,79 16+6,4 24,5492 31,6£1* 36,5+£11%* 16+3,5
PTX
(n=6)
PTX
kontrol 56,724 23,6+6.1 16,4+3.4 12,4+1,51 15,6+4,7 22,67 16,6£3,6 17,8+4
(n=6)

Kontrol 72,5¢13 71,6412 68+14 7248,5 66+6,8 68+9 66+11 65+5,7
(n=6)

sef: seftriakson, pen G: penisilin G, PTX: paklitaksel
* 30. gilin Olciilen agn esiklerinden istatistiksel olarak anlamli 6lgiide farklilik arzeden agri esigi
degerlerini gostermektedir (p<0,05)
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—e— Kontrol

—=— Penisilin G+Paklitaksel
Seftriakson+Paklitaksel

—»— Paklitaksel
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14 30 60 75 96 105 112
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Sekil 7: Bir ay ara ile toplam iki kez paklitaksel injeksiyonundan sonra 0-112. giinler arasinda
sicanlara yapilan analjeziometre test sonuglari.
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5. TARTISMA

Bu calismada, B-laktam antibiyotiklerden penisilin G ve seftriaksonun paklitakselle
olusturulan hiperaljezide analjezik etkileri arastirllmistir. Taxus brevifolia (pasifik
porsuk agaci) isimli bitkiden elde edilen paklitaksel, mitoz mekigi kontraktil
proteinlerini olusturan mikrotiibiilleri stabilize edip, mitozu G2 fazinda durdurarak etki

7% ye solid tiimorlerin (meme kanseri, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri,

gosteren
over kanseri, Kaposi sarkomu) tedavisinde kullanilan, bitkisel kaynakli sitostatik bir
ilagtir. Bu ilacin doz kisitlayan en 6nemli yan etkileri sebep oldugu néropati ile bu
ndropatiye eslik eden noropatik agri sendromu ve miyelosupresyondur®*?. Genel olarak
kemoterapi tedavisine bagli noropatik agr1 gelisen hastalarin yiizdesi ile ilgili
epidemiyolojik bir veri bulunmamasina ragmen c¢esitli raporlar 6zellikle yiiksek doz
tedavi gerektiren hastalarin %25 — 50’sinin bahsedilen ndropatik agridan etkilendigini
gostermektedir®. Bizim kullandigimz deneysel modelde ise paklitaksel ile muamele
edilen saglikli siganlarin tamaminda ndropatik agr1 geligsmistir.

Bahsedilen noéropati ve takip eden néropatik agrinin insidansi, ilacin kiimiilatif dozu
ile diyabet, alkolizm ve diger antineoplastik ajanlarla kombine tedavi gibi ndérotoksik
fakatorlerin eszamanli varhigina baghdir®®. Ornegin diyabetli hastalarda paklitaksel ve
diger antikanser ajanlarla indiiklenen noropatik agri daha sik goriilmekte ve daha
siddetli seyretmektedir. Ayrica dnceden vinkristin veya sisplatin tedavisi uygulanmig
hastalarda  paklitaksel tedavisi sonrasi siddetli sensorimotor polindropati
gelisebilmektedir. Ancak bu tez ic¢in yapilan calismalarda son paklitaksel
kemoterapisinden 30 giin sonra ikinci kez kemoterapi uygulanan siganlarla sadece bir

kez paklitaksel kemoterapisi alan siganlar arasinda hiperaljezinin siddeti agisindan fark

goriilememistir (Tablo 2, 3 ve Sekil 6, 7).
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Paklitakselin indiikledigi néropatinin bu ilacin duyusal néropati, aksonopati, dorsal
kok gangliyonopatisi ve schwann hiicre anormalligi olusturma etkilerinin bileskesi
olarak ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir®. Ancak bahsedilen ndropatik agriya zemin
hazirlayan noéropatinin  sebebi kesin olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte
mikrotiibiil stabilizasyonuna bagli olarak gelisen aksonal tasimadaki bozukluklar® ve
mitokondriyel disfonksiyonun®® bu patolojik olayin altinda yatan sebep oldugu
diistiniilmektedir.

Paklitakselin yol agtig1 néropatik agr1 sendromunun hastalarin yagam kalitesini ileri
derecede azaltmasi nedeniyle onkologlarin paklitaksel dozunu diisiirmesine bagli olarak
tedavi etkinliginin ve basarisinin diismesi bilim insanlarini bu agrinin tedavisi i¢in
mesai harcamaya yonlendirmistir. Yapilan bir ¢alismada ibuprufen, rofekoksib ve
talidomidin profilaktik olarak uygulanmasinin (kemoterapotikle birlikte) vinkristinle
olusturulan mekano-allodiniyi engelleyebildigi gosterilmistir'®®. Bu koruyucu etkinin
mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Ancak non-steroidal antiinflamatuvar
ilaglarin genel olarak bu tiir agr iizerinde terapotik etki olusturmadigi bilinmektedir.
Yiiksek doz morfin uygulamasi da bu tiir agrinin azaltilmasinda ancak kismi bir fayda
saglayabilmistir. Non-steroid antiinflamatuarlar ve opioid analjeziklerin kemoterapiyle
indiiklenen agrida tedavi etkinligi gésterememesi dolayisiyla farkli birgok ilag grubu ile
tedavi amach klinik ve pre-klinik denemeler yapilmistir. Bu ¢alismalarda paklitakselle
indiiklenen noropatinin altinda yattig1 tahmin edilen ¢esitli mekanizmalar goz oniinde
bulundurularak farkli ilag gruplar1 tedavi amagli denenmistir. Yapilan caligmalarda
antikonviilsan etkinlik gésteren topiramat (20 mg/kg, p.o.), Na" kanal blokeri meksiletin
(30 mg/kg, i.p.), NMED-126* (N ve T tip kalsiyum kanal blokeri; 4 giin boyunca 30

mg/kg, p.o.), etosiiksimid”' (T tip kalsiyum kanal blokeri; 3 giin boyunca 100 veya 300
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mg/kg, i.p.) ve gabapentin® (0251 altbirimine baglanarak etki gdsterdigi diisiiniilmekte,
100 mg/kg, 1.p.) paklitakselle indiiklenen mekanoallodini ve mekanohiperaljezinin
tedavisinde kismen etkili bulunmustur. Hacimiiftiioglu ve ark.'® yaptig1 bir ¢alismada
agr1 ile yakindan iliskilendirilen a2-adrenoseptor agonistlerinin, paklitakselle gelisen
agr1 esigindeki diisiis lizerine etkisi tespit edilmeye ¢alisilmis ve ap-adrenerjik agonistler
deksmedetomidin ve klonidin bu agrimin tedavisinde kismen etkili bulunmustur. Bu
tedavi yaklasimlarinin yaninda venlafaksin gibi serotonin ve noradrenalin geri alim
inhibitorleri (sNaRI), mirtazapin gibi noradrenerjik ve spesifik serotonerjik
antidepresanlar (NaSSA) ve reboksetin gibi noradrenalin geri alim inhibitorleri ile
tedavi amaglh ¢alismalar1 da yapilmaktadir®®.

MSS’nin  major eksitator norotransmitteri glutamatin hiicre disinda artmis
diizeylerinin MSS ile ilgili 6nemli hastaliklar; amyotrofik lateral skleroz (ALS),
omurilik zedelenmesi, epilepsi, Alzheimer ve serebral iskemiyle yakindan
iliskilendirilmektedir. Paklitakselle indiiklenen noérpatik agrida rolii  oldugunu
diisiindiigiimiiz glutamatin, hiicre dis1 ortamda birikerek hem toksisiteye neden olacak
asir1 uyarilmaya hem de agriyla ilgili uyarilarin sinaptik iletim sirasinda ampfiliye
edilmesine neden olacak diizeylere ulagmasini, bu amino asiti ndronlara ve astrositlere
geri tasimak suretiyle engelleyen yiiksek afiniteli tasiyic1 proteinlerin (GLAST ve
GLT1) ekspresyonunun paklitaksel ile indiiklenen hiperaljezi siiresince azaldiginin
tespit edilmesi bizi bu ¢alismay1 yapmaya yonlendiren énemli verilerdir’™®. Daha sonra
Hacimiiftiioglu ve ark.'” yaptig1 c¢alismalarda siganlarda paklitaksel ve vinkristin ile
olusturulan noéropatik agr1 modellerinde, beyindeki agri ile iligkili bolgeler
(somatosensori korteks, posterior intralaminar nukleus) glutamat tastyici aktivitesi

bakimindan in vivo voltametrik metodla teste tabi tutulmus ve agri esiginde diisiigiin
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tespit edildigi sicanlarda bu bolgelerdeki glutamat tasiyici aktivitesinin kontrol grubu
sicanlara oranla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azalmis oldugu tespit edilmistir.
Birbirini destekleyen bu verilere 2005 yilinda Rothstein ve ark.” tarafindan Nature
dergisinde yayinlanan ¢alismada glutamat tasiyict protein GLT-1’in glutamat tasima
aktivitesinin B-laktam antibiyotikler (penisilin deriveleri ; amoksisilin, bakampisilin,
ampisilin ve nafsilin ile sefalosporinler; seftriakson, sefoperazol, sefadroksil ve
sefalotin) ile 2-6 kati ve GLT-1 sayisinin ise 3 kati oraninda kalic1 olarak (seftriakson
tedavisinden 3 ay sonrasina kadar) artirildiginin gosterilmesi ve daha sonra bu bulguyu

destekleyen bir¢cok ¢alismanin®'%

yapilmast bizi bakterilerin baz1 fizyolojik
fonksiyonlarini etkileyerek antibakteriyel etkinlik gosteren B-laktam antibiyotiklerden
bir agr1 modelinde analjezik etkinlik timit etmeye ve bu caligmay1 yapmaya yonlendiren
altyapiy1 olusturmustur.

B-laktam antibiyotiklerin tedavi potansiyellerini tespit etmek amaciyla daha onceki
tedavi yontemi gelistirmeye yonelik preklinik ¢alismalarda da kullanilan bir metodla,
paklitaksel ile agr1 duyarlilik artig1 ¢alismamizdaki deney hayvanlarinda olusturulmaya
calisilmis ve %100 basar1 saglanmistir. Model geregi yapilan ilk paklitaksel
injeksiyonundan sonraki 14 giin boyunca agr1 esiginde istatistiksel olarak anlamli bir
diisiis tespit edilememis ve ilk injeksiyondan sonra 20 giin boyunca ara verilmeden
yapilan aneljeziometre testleri ile takip edilen agri esigindeki diisiis ancak 14. giinden
sonra istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermistir (Tablo 1 ve Sekil 5).
Paklitaksel injeksiyonu dncesi 75 g olan ortalama agri esigi degeri 12. giin 44,3+26,4,
13. glin 37433 ve 14. giin istatistiksel olarak anlamli Olgiide farklilik arzeden

10,843,2’ye  dligmiistiir. Bu durum bize glutamat tasiyicilarinin  paklitaksel

injeksiyonuna bagli noronal hasar sonrast hemen azalma gostermedigi ve bu
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tagtyicilarin  yaklasik iki hafta sonra anlamli diizeyde azaldigini diisiinmeye sevk
etmistir. Bu diisiince Sung ve ark.'”® omuriligin dorsal boynuzunda GLAST, GLT-1 ve
EAACI glutamat tasiyici seviyelerinin kronik sinir sikismasina bagh gelisen hasarda ilk
5 giin boyunca yiikseldigini ancak 7-14. giinlerde bu proteinlerin sayisinin azaldigini
gosterdikleri caligmayla paralellik arzetmektedir. Baslangicta glutamat tasiyicilarindaki
sayica artisin, ilk paklitaksel injeksiyonuyla birlikte gelisen noropatiye bagli olarak
noronlarda meydana gelen asir1 glutamat desarjiyla yiikselme gosteren hiicre disi
glutamat konsantrasyonunu azaltmaya ydnelik bir pozitif feedback mekanizmasi’ olarak
gelistigi diisiiniilmektedir. Bu pozitif feedback mekanizmasinin 14. giinden sonra
glutamat tastyict sayisinda meydana gelen azalmay1 dengelemeye muktedir olamamasi
ile birlikte agr1 esigindeki diisiis bu giinden sonra devam etmis ve ilk dozu takip eden
30. giin siganlarin agr1 esikleri en diisiik seviyeye ulasmistir (Tablo 2, 3 ve Sekil 6,7).
Bu durum ise omuriligin dorsal boynuzunda glutamat tasiyici proteinlerin sayisindaki
azalmanin 30. giine kadar devam ettigine ve bugiinden sonra azalmanin durduguna dair
bir igaret olabilir. Bu ¢alismada yukarida bahsedilen durum g6z 6niinde bulundurularak
penisilin G ve seftriakson tedavisine 30. giinden itibaren baslanmis ve 10 giin siireyle
devam edilmistir. 14. giin tespit edilebilen ve 30. giin en siddetli hale gelen agn
duyarliligindaki artig ilk injeksiyondan sonra 112. giine kadar devam etmistir (Tablo 3
ve Sekil 7).

Elde ettigimiz sonuglar hem penisilin G hem de seftriaksonun paklitakselle
indiiklenen néropatik agrida terapdtik etkilerinin oldugunu gostermistir. Paklitakselin
hem tek kiir hem de iki kiir halinde verildigi deney gruplarinda gelisen néropatik agrida
her iki ila¢ da terapotik olarak etkili bulunmustur. Ancak paklitaksel injeksiyonu ile

diisen agr esiginin B-laktam terapisi ile tamamen geri ¢evrilememesi glutamat tastyici
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aktivitesinin ve sayisinin yeteri kadar penisilin G ve seftriakson tedavisi ile yeterince
artis gostermediginin belirtisidir.

Bu calismada tedavi amagh kullanilan her iki ilacin da terapdtik agidan birbirine
yakin oranda etki gosterdigi ancak seftriaksonun analjezik etkisinin penisilin G’den
daha uzun siire devam ettigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ glutamat tasiyicilarinin
ekspresyonunu artirmaya yonelik yapilan caligmalarda seftriaksonun glutamat tasiyici
aktivitesini en fazla artiran [B-laktam antibiyotik olarak tespit edilmis olmasi ile
paralellik arzetmektedir. Ayrica seftriaksonun gen aktivasyonu ile GLT-1
ekspresyonunu artirmasmin'® yanmda glutamat tasiyicilarinda aktivite artisii da
sagliyor olmas1™® da seftriaksonun daha uzun etki gostermesinin altinda yatan muhtemel
sebep olarak diisiiniilebilir. Seftriaksonun bahsedilen glutamat tasiyicilarinda sagladigi
aktivite artisinin mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak bilinen
odur ki, bahsedilen glutamat tasiyici aktivite artisinin glutamat tasiyici sayisinin
artistyla bire bir iliskisi bulunmamaktadir®.

Glutamat tastyict seviyeleri protein fosforilasyonu veya diger faktorlerle
transkripsonel veya post-transkripsyonel seviyelerde regiile edilebilirler. Seftriaksonun
Ozellikle transkripsiyonel ve penisilin G’nin ise translasyonel asamalar1 etkileyerek
glutamat tasiyict sentezini artirdig1'” diisiiniilmektedir. Dolayisiyla tedaviye yonelik
yapilacak caligmalarda glutamat tasiyict protein sentezinin penisilin G ve seftriaksonun
birlikte kullanilmasiyla her iki asamada da tetiklenmesi paklitakselle indiiklenen
noropatik agrida terapotik etkinligi artirabilir. Bununla birlikte glutamat tasiyici
aktivitelerinin gesitli termodinamik ve kinetik faktorlerle degistirilebilecegi de tahmin
edilmektedir. Ancak bugiinkii bilgiler dahilinde glutamat tasiyici aktivitesindeki artisin,

B-laktam antibiyotiklerin hangi termodinamik ve kinetik faktorleri kullanarak



41

olusturdugu bilinmemektedir. Yapilan caligmalarda seftriaksonun, GLT-1 ekspresyon
unda artis1 sagladigi konsantrasyonlarinin MSS infeksiyonlarinin tedavisinde ulastiklar
beyin omurilik sivis1 konsantrasyonlarina ¢ok yakin olmasi®® bu ilacin paklitakselle
indiiklenen noéropatik agrida rahatlikla MSS infeksiyonlarinda kullanilan dozlarda
kullanilabilecegini gostermektedir.
SONUC

Bu tez caligmasinin sonunda paklitakselle tedavisine karar verilen hastalarda
profilaktik maksatla tedaviye baslanmadan once veya tedavi sirasinda 10 giinliik
seftriakson ve/veya penisilin G uygulanmasi ile paklitaksele bagl gelisecek néropatik
agrinin Oniine gecilip hastanin hayat kalitesindeki bozulma 6nlenip ndéropatik agri
nedeniyle gidilmesi gerekebilecek muhtemel bir doz kisitlamasina mani olunabilecegi
Ongoriilebilir.

Yapilan bu c¢alisma ayrica etyolojisinde glutamat diizey degisimlerinin yattigi
diisiiniilen ALS, Huntigton, Alzheimer, inme ve noropatik agr1 gibi hastaliklarda -

laktam antibiyotiklerin faydali olabilecegini diisiindiirmektedir.
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