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OZET

Ratlarda Paklitakselle Olusturulan Noropatik Agr1 Modelinde Antipsikotik
Ilaclarin Etkilerinin Arastirilmasi

Amagc: “SomatosensOr sistemin bir lezyonu veya hastaliginin neden oldugu agr1”
olarak tanimlanan néropatik agri, yeterli diizeyde tedavi edilemeyen yaygim bir saglik
sorunudur.  Patofizyolojisi  iizerine yapilan calismalarda santral sensitizasyon
mekanizmalarinin rolii oldugu gdézlenmistir. Giiniimiizde ndropatik agri tedavisinde kullanilan
baz1 ila¢ gruplart bu mekanizmay1 baskilamak suretiyle analjezik etki saglamaktadir.
Calismamizin amaci antipsikotiklerin ndropatik agridaki etkinligini 6l¢mek ve analjezik rolii
olan etken maddelerin etki mekanizmasinda santral sensitizasyon baskilanmasinin roliinii

belirlemektir.

Materyal ve Metot: Bu ¢aligmada, 95 adet 250-300 gr agirliginda erkek Sprague
dawley sigan kullanildi. Yaygin kullanilan bes antipsikotik etken maddenin agr1 tizerindeki
etkisi analjeziyometre ve lokomotor aktivite testi ile degerlendirildi. Deney bitiminde
sakrifiye edilen hayvanlardan alinan beyin ve Medulla spinalis’ten immunohistokimyasal
boyama ve in-situ hibridizayon ile santral sensitizasyon iliskili belirteglerin diizeylerindeki
degisiklikler saptandi. ELISA testleri araciligila immun belirteclere etkisi 6l¢iildii. Elde edilen

tiim sonuglar istatistiksel yontemlerle degerledirildi.

Bulgular: Analjeziyometre ve lokomotor aktivite deneylerinde tiim etken maddelerde
anlamli analjezik etki goriildii. Histopatolojik incelemede tiim gruplarda dejeneratif
degisikliklerde azalma izlendi. Immunohistokimyasal boyama ve In-situ hibridizasyon ile
yapilan degerlendirmede beyin ve Medulla spinalis ERK, p-ERK, NMDAR2B ve p-
NMDAR2B diizeylerinde paklitaksel alan kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda istatistiksel

olarak anlamli bir diisiis goriildii.

Sonu¢: Bu calisma ile yaygin kullanilan bes antipsikotik ilacin noropatik agrida
analjezik etkinligi oldugu tespit edilmistir. Bu agr1 kesici etkide santral sensitizasyon

mekanizmalarimin baskilanmasinin da rolii oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antipsikotik, ERK, NMDAR2B, Noropatik agri, Sigma-1

reseptoru
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ABSTRACT

Investigation Of The Effects Of Antipsychotic Drugs In Paclitaxel-Induced
Neuropathic Pain Model In Rats.

Aim: Neuropathic pain, defined as "pain caused by a lesion or disease of the
somatosensory system," is a common health problem that cannot be adequately treated.
In the studies on pathophysiology, it has been observed that central sensitization
mechanisms have a role. Today, some drug groups used in the treatment of neuropathic
pain provide analgesic effects by suppressing this mechanism. The aim of our study is to
measure the effectiveness of antipsychotics in neuropathic pain and to determine the role

of central sensitization suppression in the effect of active substances with analgesic role.

Material and method: In this study, 95 male Sprague dawley rats weighing 250-
300 g were used. The effect of five commonly used antipsychotic agents on pain was
evaluated by analgesiometer and locomotor activity test. At the end of the experiment,
changes in the levels of markers associated with central sensitization with in-situ
hybridization and immunohistochemical staining from brain and Medulla spinalis from
sacrificed animals were detected. The effect on immune markers was measured through

ELISA tests. All results obtained were evaluated by statistical methods.

Results: In analgesiometer and locomotor activity experiments, significant
analgesic effects were seen in all active substances. Histopathological examination
revealed a decrease in degenerative changes in all groups. Immunohistochemical staining
and evaluation by in-situ hybridization showed a statistically significant decrease in brain
and Medulla spinalis ERK, p-ERK, NMDAR2B and p-NMDAR2B levels in all groups

compared to the paclitaxel field control group.

Conclusion: With this study, five commonly used antipsychotic drugs were found
to have analgesic efficacy in neuropathic pain. It has been shown that suppression of

central sensitization mechanisms also plays a role in this pain-relieving effect.

Key Words: Antipsychotic, ERK, Neuropathic pain, NMDAR2B, Sigma-1

receptor



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BDNF :  Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor
CaMKII :  Kalsiyum/Kalmodulin Bagimli Protein Kinaz II
CGRP :  Kalsitonin Geni ile iliskili Peptit

CREB :  Camp Yanit Element Baglayici Protein
DKG :  Dorsal Kok Ganglionu

ER :  Endoplazmik Retikulum

ERK ¢ Hiicre Dis1 Sinyal Regiile Kinaz

GABA :  I'-Aminobiitirik Asit

IBS :  Inflamatuar Barsak Sendromu

IP3 :  Inositol Trifosfat

IP3R :  Inositol Trisfosfat Reseptorii

MAPK :  Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz
mGluR :  Metabotropik Glutamat Reseptorii

mPTP :  Mitochondrial Permeability Transition Pore
NK-1 ¢ Norokinin-1

NMDA ¢ N-Metil-D-Aspartik Asit

NMDAR2B :  N-Metil-D-Aspartik Asit Reseptdrii — 2B Alt Unitesi
PBS :  Phosphate Buffered Saline

PIPN :  Paklitakselle indiiklenen Periferal Noropati
PKA :  Protein Kinaz A

PKC :  Protein Kinaz C

PTX :  Paklitaksel

ROS ¢ Reaktif Oksijen Tiirleri

TLR4 :  Toll-Like Reseptor 4
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1. GIRIS

Uluslararast  Agr1  Arastirmalari  Dernegi  (IASP)  noropatik  agriy1
“somatosensoriyel sinir sisteminin bir lezyonu veya hastaligindan kaynaklanan agr1”
olarak tanimlamaktadir.! Agri, periferik veya merkezi sinir sistemini etkileyen etiyolojik
olarak cesitli bozukluklardan kaynaklanabilir. Nedeni metabolik bir hastalik, 6rnegin
diyabetik ndropati, nérodejeneratif, vaskiiler veya otoimmiin bir durum, bir tiimor,
travma, enfeksiyon, toksinlere maruz kalma veya kalitsal bir hastalik olabilir.
Somatosensoriyel sinir sistemini ilgilendiren lezyonlar veya hastaliklar paradoksal olarak
sadece islev kaybina degil, ayn1 zamanda agr1 duyarliliginda artiga ve spontan agriya da
yol agabilir.% 3 Kronik noropatik agri, kiiresel hastalik yiikiine katkida bulunan 6nemli bir
faktordiir ve yaygmhgi genel popiilasyonun %6,9'u ile %10'u arasinda degismektedir. *

Glinlimiizde kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlarin  birgogu
noropatik agr1 olusturur ve Taksanlar toksik polindropati yaparak agrinin dogru
algilanmasini bozan en 6nemli kemoterapdtiklerdendir. Agr1 daha ilk dozlarla birlikte
baslayabilir ve kiimiilatif sekilde artar. Bu da tedavinin yarida yarida kalmasina sebep
olur. Agrinin olusmasinin Onlenmesi ya da tedavisi, antikanser tedavinin
stirdiiriilebilmesine olanak saglayacaktir.

Noropatik agrinin patofizyolojisine dair birgok arastirma yapilmig, tedavide
bilinen analjezik gruplarinin belirgin etkinligi olmamasi nedeniyle, farkli ila¢ gruplarinin
etkinligi degerlendirilmistir. Glinlimiizde néropatik agrinin tedavisinde ilk sirada trisiklik
antidepresanlar veya serotonin ve noradrenalin geri alim inhibitdrleri yer alir, ardindan
pregabalin veya gabapentin gelir. Direncli vakalarda opiyatlar tedavide degerlendirilir.
Ancak tiim yaklagimlara ragmen agr1 durumu tedavi edilemeyebilir. Bu gibi durumlarda
deneysel tedaviler gbzden gecirilir. Antipsikotik etken maddeler de agri durumunda

kullanimi degerlendirilen ila¢ gruplarindandir. Birgok antipsikotigin agri ile iliskisi



incelenmis ve etkililigi gosterilmistir. Fakat ndropatik agridaki etkilerine iliskin yeterli
caligma yapilmamastir.

Bu c¢alismada amag; yaygin kullanilan antipsikotiklerden risperidon, haloperidol,
aripiprazol, klorpromazin ve ketiapinin direncli noropatik agrinin tedavisindeki etkisinin

arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Paklitakselle Indiiklenen Noropatik Agri

Kanser giliniimiizde siklikla gbézlenen bir tibbi durumdur ve en belirgin kanser
yaklasimlarindan biri de kemoterapidir. Taksan grubu anti-kanser ilaglardan
olan paklitaksel, Pasifik porsuk agacinin kabugundan "7Taxus brevifolia" dan elde edilir
ve meme, over, akciger kanseri gibi yaygin kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir.
Paklitakselin en sik goriilen ve doz kisitlayici en 6nemli istenmeyen etkisi paklitakselle
indiiklenen periferal néropatidir (PIPN). Etki ilk dozdan birkag¢ giin sonra baslayabilir ve
tekrarlayan dozlarla kiimiilatif olarak artar. Bazi hastalarda tedavi kesilmesine ragmen
etki siddetlenebilir ve 1-3 yila kadar siirebilir.>”’

Noropati hem biiytlik hem de kiigiik ¢capli duyu liflerini, otonom sinirleri ve bazen
kraniyal sinirleri etkileyebilir. Cogunlukla kiiclik capli duyusal lifler etkilendiginden
hastada eldiven-corap dagiliminda simetrik uyusukluk, karmncalanma, dokunma
duyusunda azalma ve ndropatik agr1 gibi belirtiler tipiktir ve enjeksiyondan 24-72 saat
sonra goriilmeye baslayabilir. Hastalarin yaklasik %97’ sinde semptomlar goriiliirken
%60’1nda PIPN gelisir. Olagan dozlardan daha fazla kullanilmadigi siirece motor tutulum
minimaldir.®

Periferal noropatinin mekanizmasina yoénelik bir ¢ok c¢alisma bulunmaktadir.®
Norotoksisite yolaklart tamamen anlasilmigs degilse de bazi mekanizmalar
aydinlatilmistir. Paklitaksel kanser hiicrelerinde mikrotiibiil depolimerizasyonu ve
repolimerizasyonunun normal dongiisiinii bozarak hiicre mitozunu engeller ve hiicre
Olimiine yol agar. Ayni etki dorsal kok ganglionunda ve periferik sinir sistemi
aksonlarinda da goriiliir. Paklitaksel mikrotiibiillere baglanip stabilize ettiginden anormal
miikrotiibiil birikimleri olusur ve miikrotiibiil paketleri hiicre seklinde ve stabilitesinde

bozulmalara yol acar. Ayni zamanda sinaptik vezikiillerin aksonal transportu da



bozuldugundan temel molekiillerin taginimi engellenir.”> ' ATP tasinmasindaki bozukluk
elektriksel iletinin olusmasi i¢in gerekli olan iyon gradiyentini etkiler. Bozulan aksonal
taginimin temel hiicresel bilesenlerin distal sinire ulagimini engellemesine bagli sinirsel
yikim olusur. Paklitakselin direk akson iizerinde dejeneratif etkileri oldugu da
gosterilmigtir.'! 12

Paklitaksel mitokondrinin aksonal transportunu bozmanin yani sira mitokondriyal
gecirgenlik gecis godzenegi (mitochondrial permeability transition pore - mPTP)
aktivasyonu yaparak mitokondrinin yapisal ve fonksiyonel hasarima da yol agar.!> mPTP
aktivasyonuyla olusan kalsiyum akimi diizensizlikleri ATP iiretimini bozar. Bozulan
mitokondri fonksiyonu reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretiminde artisa sebep olurken,
hiicre i¢indeki ROS artis1 da mitokondri hasarini artirir ve kisir dongii olusturur.'* Artan
ROS hiicrede ve mitokondride sisme, vakuolizasyon gibi yapisal degisikliklere sebep olur
ve apoptotik siiregleri tetikler.!> 16

Kalsiyum dengesinin bozulmasina bagli hiicre hasar1 paklitakselin sebep oldugu
patolojilerden bir digeridir. Endoplazmik retikulum (ER)’dan da 1,4,5-trisphosphate
reseptor (IP3) kanallar1 araciligiyla kalsiyum salinimini uyarir. Kalsiyum dengesinin
bozulmastyla akson dejenerasyonu, periferik sinirlerde demiyelinizasyon gibi siireclere
bagl olarak sinirsel iletimde bozulmalar goriiliir.!”-!

En 6nemli néropati nedenlerinden biri de ndroinflamatuar siireclerdir. Tetiklenen
inflamatuar siiregler, viicudun duyusal noéronlarinin biiyiik kismini iceren dorsal kdk
ganglionunda (DKG) ve Medulla spinalis dorsal boynuzda agri medyatorlerinin
miktarinin artigina sebep olarak ve agri esigini disiirerek asir1 duyarlilik olarak
nitelendirilen noéropatik agrinin olusumuna sebep olur. Paklitaksel pro-inflamatuar

sitokinlerden IL-1p ve TNF-a iiretimini artirirken, anti-inflamatuar sitokinlerden olan IL-

4 ve IL-10 diizeylerini azaltir. Degisen sitokin dengesi agri reseptorlerinde



duyarlilasmaya ve hipereksitabliteye yol acar. DKG ve periferik sinirlerde mikroglia ve
astrosit aktivasyonunun yani sira agrida rolii oldugu diisiiniilen Toll-benzeri reseptor
(Toll-like Receptor - TLR4) aktivasyonuna da sebep olur. 22> DKG kan beyin bariyerinin
kismen gegirgen olusu sebebiyle paklitaksel norotoksisitesine daha fazla maruz kalir.?*
DKG ye makrofaj go¢linlin noropatik agrinin olugmasi ve slirmesi ile iligkili oldugu
gosterilmigtir.?®

2.2. Santral Sensitizasyon

Santral sensitizasyon, merkezi sinir sistemindeki agr1 reseptorlerinin normal veya
normalde agr1 olusturmayacak uyarana artan tepkisi veya inhibisyonda azalma sonucu

27 Noron

noronlarin  sinaptik  etkinliginde artis olarak  tanimlanabilir.?®
uyarilabilirligindeki artis spontan agr1, hiperaljezi, allondini ve sekonder hiperaljezi gibi
durumlarla sonuglanir. Bunlara uyku bozukluklari, yorgunluk, uyusma, karincalanma,
bilissel problemler gibi semptomlar da eslik edebilir.?® Santral sensitizasyonun ndropatik
agri, fibromiyalji, irritabl barsak sendromu (IBS), miyofasiyal agr1 sendromu, migren gibi
kronik agrili durumlarla iliskili bulundugu ¢alismalar mevcuttur.?-3

Santral sensitizasyon iligkili durumlarda farkli tetikleyiciler araciligiyla
noronlarda hipereksitabilite olusur. Yapilan calismalarin biliylik ¢ogunlugu santral
senitizasyonun olusmasinda ve siirmesinde ana mekanizmanin N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptor aktivitesi oldugunu ileri stirmiistiir.>* 3> Tekrarlayan agri uyarisinin
sonucu hiicre i¢i kalsiyum artis1; kalsiyum bagimli kinazlarin aktivasyonu ile reseptor ve
iyon kanallarinda degisikliklere ve sinaptik aktivite artisina yol acar.

NMDA reseptorii normal sartlarda Mg?" ile bloke edilmis haldedir. Reseptoriin
substrati olan glutamat Mg?" nin yerinden ayrilmasini saglar ve kalsiyumun hiicre igine

akigini uyararak membran depolarizasyonu yapar.*¢ Nosiseptorlerden salinan Kalsitonin

geni ile iliskili peptit (Calcitonin gene related peptide - CGRP) ve substans P de Mg?*



engelini kaldirabilir. Voltaj-bagimli bu engelin kaldirilmasi néronun uyarilabilirligini
artiran temel santral sensitizasyon mekanizmalarindandir.’’

C-aferent noronlarin tekrarlt uyarimina bagli olarak nosiseptorlerden NMDA ile
essamanli salman Substans-P, nérokinin-1 (NK-1) reseptoriine baglanarak uzun siireli
membran depolarizasyonu yapar ve santral sensitizasyonun uyarilmasina sinerjistik
etkilidir.*’2% CGRP de kiigiik ¢apli duysal noronlardan salinarak CGRPI reseptorii
iizerinden protein kinaz A (PKA) ve protein kinaz C (PKC) aktive eder. Substans-P nin
etkisini potansiyelize etmesinin yani sira spinotalamik yolakta PKC ve Ekstraseliiler
signal-regulated kinaz (ERK) aktive ederek santral sensitizasyonda rol oynayan Beyin
kaynakli norotrofik faktor (Brain-derived neurotrophic factor — BDNF) salinimini
uyarir.>%- 40

NMDA reseptor 2B (NMDAR?2B) alt tipi en fazla role sahip oldugu 6ne siiriilen
NMDAR alt tipidir. Tekrarlayan veya siddetli agrili uyaran sonucu hiicre igine artan
kalsiyum akis1 ve buna bagli aktive olan postsinaptik sinyal proteinleri NMDA
reseptoriiniin 2B alt tipini fosforile eder ve membran gegirgenligi bozar. Ozellikle
kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz II (CaMKII) ve src ailesi protein tirozin
kinazlarin NMDAR2B fosforilasyonu ve NMDA bagimli agr1 asir1 duyarlhiliginda rolii
gosterilmistir.’> 41 2 NMDAR2B antagonistleri ile yapilan ¢alismalarda agri yanitinin
azaldiginin gozlemlenmesi bu alt {inite fosforilasyonunun santral sensitizasyonda rolii
oldugunu desteklemektedir.**

Ekstraseliiler signal-regulated kinaz (ERK), mitojenle aktive olan protein kinaz
(MAPK) ailesinin bir iiyesidir. ERK fosforilasyon yoluyla aktive edilir ve fosforile ERK
(pERK), bir¢ok genin transkripsiyonu ve sinaptik plastisite i¢in gerekli olan cAMP-yanit
elemant1 baglayici protein (CREB) gibi cesitli transkripsiyonel faktorleri aktive etmek i¢in

cekirdege gegebilir.** Agrili uyaran verilerek yapilan deneylerde dorsal boynuz



noronlarinda pERK artis1 gdzlenmis, analjeziklerle pERK ekspresyonunda azalma veya
ERK aktivasyonunda azalma gosteren ¢aligmalarla, agri- ERK iligkisi desteklenmistir.*>-
47 Santral sensitizasyonla iligkili aragtirmalar ERK’nin agr1 hipersensitivitesinden
sorumlu sinaptik plastisitede rol oynadigin1 gostermektedir.*®->2 Bu sayede ERK santral
sensitizasyonun molekiiler bir belirteci olarak degerlendirilebilir. ERK yolagi, her biri
birkag farkli sinyal yolu ile aktive edilebilen ardisik protein kinazlardan olustugu igin
santral sensitizasyonun NMDAR, Metabotropik glutamat reseptorleri (Metabotropic
glutamate receptor — mGluR), Neurokinin 1 (NK1), CGRP1 gibi bir¢ok tetikleyicisi ERK
aktivasyonu yapar.> ERK aktive oldugunda NMDA reseptorii NR1 alt {inite
fosforilasyonu ile reseptor aktivitesi artirma, Kv4.2 potasyum reseptorii fosforilasyonu
araciligryla K* akiminin azalmasina sebep olarak membran uyarilabilirligini artirma gibi
etkilerle santral sensitizasyonun siirmesine yol agar.>* %

2.3. Antipsikotikler ve Noropatik Agri

Antipsikotikler basta sizofreni olmak iizere psikozlarin tedavisinde kullanilan,
ancak bunun yaninda etki ettikleri reseptor cesitliligi sebebiyle baska hastaliklarin
tedavisinde de etkili olabilen bir ila¢ grubudur. Tipik antipsikotikler ¢ogunlukla dopamin
D2 reseptdr antagonizmasi yaparken atipiklerde seratonin 5-HT antagonizmasi daha
baskindir. Ancak tiim etken maddelerin reseptdr afiniteleri degiskenlik gosterir.

Antipsikotik ilaglarin adjuvan analjezikler olarak rolii, uzun siiredir devam eden
bir tartisma konusudur. Agr ile iliskili calismalarda ¢esitli antipsikotik ilaglar denenmis,
olumlu etkiler gozlenmis ve direngli agrida ek tedavi veya adjuvan olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.>® 57

Reseptor etkinliklerinin  ¢esitliligi,
antipsikotiklerin agriya bir¢ok farkli yolak aracilifiyla etki etmesini saglar. Bunlardan

biri anti-inflamatuar etkileridir. Noral dokunun inflamasyonu; hiperaljezi, allodini ve

spontan agr1 gibi noropatik agr1 semptomlarin sebeplerinden biridir. Noropatik agri



modellerinde 6zellikle TNF-a, IL-1p, IL-6, ve IL-10 diizeylerinde degisimler gozlenir.>®
60" Antipsikotilerle yapilan hayvan deneylerinden alinan doku orneklerinde ve hiicre
kiiltiirii  deneylerinde, inflamatuar medyator diizeylerinde agriyr azaltmada etkili

olabilecek degisimler gdzlenmistir.5!-6?

Bu calismalar antipsikotiklerin paklitakselle
olusan noropatik agrida da anti-inflamatuar etki aracilifiyla agriy1 azaltabilecegini
diistindiirmektedir.

Antipsikotik  ajanlarla  migren, fibromiyalji gibi santral sensitizasyon
sendromlarinda yapilan ¢aligmalarda alinan olumlu sonuglar, bu etken madde grubunun
agr1 tizerinde santral etkilerinin de oldugunu gostermistir.*%¢ Etken maddelerin, santral
sensitizasyon belirteci olarak kullanilabilecegi ©Ongorillen ERK ve yine santral
sensitizasyon olusumunda en onemli araci oldugu diisiinilen NMDAR2B diizeylerine
etkilerinin incelenmesi, altta yatan mekanizmay1 yorumlamakta faydali olacaktir.

2.4. Sigma Reseptorii

Sigma-1 reseptorii birgok organin yani sira periferik ve santral sinir sistemi
boliimlerinde yliksek oranda eksprese edilen, uyaran olmadigi durumda inaktif iken
patolojik uyariyla aktiflesen ve sayica artan bir transmembran proteindir.” Sigma-1
reseptOriiniin ndrolojik ve psikiyatrik bir¢ok siirecin yani sira santral sensitizasyon ve agri
asir1  duyarliligindaki rolli, noéropatik agrinin yonetimi i¢in Sigma-1 reseptor
antagonistlerinin tek bagina veya adjuvan olarak umut verici ajanlar olabilecegini
gostermistir, %3 6972

Sigma-1 reseptorii hiicre igin kalsiyum sinyalinde 6nemli bir diizenleyicidir.”
Yogunlukla endoplazmik retikulumda lokalize olsa da plazma membrani ve mitokondri
zar1 arasinda yer degistirebilen inter-organel bir sinyal modiilatoriidiir.”*

Patolojik kosullarda, yiiksek konsantrasyonlarda sitozolik IP3 varliginda, ER’den

sitozole kalsiyum c¢ikisi artar. Sigma-1 reseptorleri ER zarindan ayrilir ve IP3



reseptorlerine baglanarak kalsiyum mobilizasyonunu artirir. Mitokondriye kalsiyum
akigini saglayarak enerji tiretimini artirir.”> 76

Voltaj bagimli kalsiyum kanallart ve NMDA reseptorlerinin Sigma-1 reseptort ile
etkilesimi de sitozoldeki kalsiyum artisina yol acan faktdrlerdendir. Sitozolde artan
kalsiyum protein kinaz C (PKC) ve kalsiyum/kalmodulin bagimli kinazlar1 aktive eder.
Bunlar ERK ve NMDAR-NRI1 fosforile ederek santral sensitizasyon ve agri
hipersensitivitesi olugmasina sebep olurlar.”” 7® Noropatik hayvanlarda Sigma-1
inhibisyonunun NR1 alt tinite ve ERK1/2 fosforilasyonunu azalttigini gosteren ¢aligmalar
bu iliskiyi destekler.” 8 Plazma membranindaki G-protein bagli reseptorler ve iyon
kanallariyla etkilesimde olan Sigma-1 reseptoriiniin; potasyum, y-aminobiitirik asit
(GABA), Dopamin D1 gibi reseptorlerle de iligkisi gosterilmigtir.5!-83

Noropatik agri modeli olugturulmadan 6nce Sigma-1 reseptdr antagonisti verilerek
yapilan calismalarda duyusal asir1 duyarliligin olugmasimin onlendigi ve ndropati
tamamen olustuktan sonra reseptdr antagonislerinin duyusal asir1 duyarlhiligi tamamen
tersine ¢evirebildigi birgok c¢alisma ile dogrulanmigtir.’+%¢ Paklitakselle indiikenen
noropatik agr1 modellerinde de Sigma-1 reseptorii blokajiyla allodininin tamamen yok
oldugu gozlenmis, paklitaksel tarafindan {iretilen duyusal sinir mitokondriyal hasarinin
ve noropatik agrinin gelisimi i¢in Sigma-1 reseptdrii aktivasyonunun gerekli oldugu
sonucuna varilmistir,54 87 88

Tiim bunlardan yola ¢ikilarak Sigma-1 reseptor antagonistlerinin ndropatik agri
tedavisinde kullanilabilecegi ongoriilmiistiir. Farkli yapisal siniflardaki etken maddelerin
Sigma-1 reseptoriine afinitesi gosterilmistir. Antipsikotiklerden bazilarinin da bu

reseptore afinitesine iliskin ¢caligmalar mevcuttur. Bu ¢aligmada kimyasal yapilarina gore

farkl alt tiplerde yer alan tipik antipsikotiklerden haloperidol ve klorpromazin, atipik



antipsikotiklerden ise risperidon, aripiprazol ve ketiapin kullanilarak agri tizerindeki

Sigma-1 reseptor aracili etkiler degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Aragtirmada Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezinden temin edilen 95 adet 250-300 gr agirhiginda erkek Sprague Dawley sigan
kullanildi. Atatiirk Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda bir
haftalik adaptasyonu takiben hayvanlar rastgele dagitilarak deney gruplari olusturuldu
Hayvanlar 3 kontrol 5 tedavi grubu olmak iizere 8 gruba ayrildi.

Grup 1: Saglikli sicanlar

Grup 2: Yalnizca noropatik agr1 olusturulan grup (PTX)

Grup 3: PTX+ Pregabalin (10mg/kg)

Grup 4: PTX + Haloperidol (2mg/kg)

Grup 5: PTX + Klorpromazin (10mg/kg)

Grup 6: PTX + Risperidon (2,5mg/kg)

Grup 7: PTX + Aripiprazol (20mg/kg)

Grup 8: PTX + Ketiapin (10mg/kg)

Deney siiresince sicanlarin su ve yeme erisimi serbest birakildi ve 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik dongiide uygun sicaklik ve nemde barindirilda.

Hayvanlarda noropatik agr1 modeli olusturuldu ve analjeziyometre ve lokomotor
aktivite testleri yapildi. Agr1 deneyi bitiminde sakrifiye edilen hayvanlardan alinan beyin
ve Medulla spinalis dokularindan  histopatolojik  degerlendirme  yapildi.
Immunohistokimyasal boyama ve in-situ hibridizasyon araciligiyla Sigma-1 reseptorii,
NMDARZ2B, p-NMDAR2B, ERK ve p-ERK diizeylerindeki degisiklikler degerlendirildi
ve agr1 kesici etkinin santral sensitizasyon mekanizmalari ile iligkisi yorumlandi. ELISA
testleri araciligiyla kan serumunda IL-1, IL-6, TNF-a ve IL-10 diizeyleri dl¢iildi; agr

kesici etkinin inflamatuar mekanizmalarla iliskisine dair ¢ikarimlar yapildi.
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Aragtirmanin etik kurallara uygunlugu “Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (AUHADYEK)” tarafindan verilen 08.03.2022 tarihli ve E-75296309-
050.01.04-2200077102 say1l1 yaz1 ile onaylanda.

3.1. Hayvan Deneyleri

3.1.1. Paklitaksel ile Noropatik Agr1 Modeli Olusturma

Deney hayvanlarinin tamaminin bazal 6l¢iimlerinin alinmas1 amaciyla, lokomotor
aktivite ve analjeziyometre testlerine tabi tutulmasinin ardindan néropatik agri modelini
olusturmak i¢in deney hayvanlarina kiimiilatif doz 8 mg/kg olacak sekilde giin asir1 4 doz
intraperitoneal (i.p.) 2 mg/kg Paklitaksel uygulandi. Denekler 30 giinliik dinlenme ve
noropatik agr1 olugsmasi siirecine alindi. 30 giiniin sonunda agr1 ve davranis testleri tekrar
edilerek bir sonraki giinden itibaren tedaviye basland1.%® Tedavi 14 giin siireyle oral olarak
uygulandi.

3.1.2. Lokomotor aktivite testi

Kemirgenlerde hareket, kesif faaliyetinin en Onemli bilesenlerden biridir ve
duygusal, davramgsal ve fiziksel birgok siirecle iliskilidir. i¢sel faktorlerin yam sira
cevresel faktorler, hayvanin yasi, cinsiyeti, tiirii gibi parametrelere gore degiskenlik
gosterir.”® Bu deneyde hayvanlarin aktivitesini degerlendirmek amaciyla uygulanan, agik
alan testi olarak da adlandirilan lokomotor aktivite testinde, hayvanlarin gezinme
(ambulatuar) hareketleri, dikilme (vertikal) hareketleri, gezinmeksizin bulundugu yerde
yaptig1 (horizontal) hareketleri, kasinma-temizlenme gibi stereotipik hareketleri ve
dinlenme zamani 6l¢iildii. Degerler bir florsan lamba ile aydinlatilan etrafi pleksiglas
duvarla cevrelenmis 42x42x42 boyutlarinda bir zeminde, karsilikli kizilétesi 1sinlar
gonderen sensdrler arasinda, 1s1nlarin kesilme sikliginin bilgisayarli sistemlerle 6l¢iilmesi
mantigiyla ¢alisgan May-ACT-508 Locomotor Activity-Meter cihazi aracilifiyla algilanip

kaydedildi.’! %2
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Deney baslangicinda bazal dl¢limlerin toplanmasi amaciyla hayvanlar lokomotor
aktivite testine tabi tutuldu. Es zamanl olarak 3 sicanin 10 dakika siireyle 6l¢iimleri
yapildi. Her grup degisikliginde yiizey alkol ile temizlenip ortam havalandirilarak
kokunun giderilmesi saglandi. Test siiresi boyunca ortamda ses ve 1s1k kontrol altinda
tutularak hayvanlarin aktivitelerinin ¢evreden etkilenmemesi saglandi. Bazal l¢timlerin
kaydedilmesinin ardindan ndropatik agr1 modeli olusturmak amaciyla 4 doz giin asir
paklitaksel verildi. Hayvanlar model olusumu i¢in 30 giin siireyle takip edildi ve 30 giiniin
sonunda model dl¢limleri i¢in yeniden ayni sartlarda teste tabi tutuldu. Agri modeli olusan
hayvanlar 14 giin siireyle tedavi uygulanarak izlendi ve tedavi siiresi sonunda tedavi
Olgtimleri alindi. Tiim degerler istatistiksel olarak degerlendirilerek tedavinin lokomotor
aktivite lizerine etkileri yorumlandi.

3.1.3. Analjeziyometre

Bu testin yapilmasi amaciyla Randall-Selitto analjeziyometresi kullanildi. Bu alet,
iizerinde 25 parcaya boliinmiis yivli bir ¢ubuk bulunan ve pedala basildigindan yiv
iizerinde hareket eden 1 gramlik bir agirliktan olusmustur. Koni seklinde bir baski noktasi
ve bunun karsisinda denegin ayaginm yerlestirilecegi bir platform vardir. Ust tarafta
bulunan koni, hayvanin sag arka ayaginda ikinci metatarsal araliga yerlestirilerek pedala
basilir. Agirlik ilerledikge hayvanin ayagina sabit bir hizda artan bir baski uygulanir.
Hayvanin bagirmasi, ¢irpinmasi ya da ayagini ¢ekmesi durumunda, iist kolda bulunan
agirliga bagli isaretginin gosterdigi deger kaydedilir.*> 0-25 araliginda degerler bulunan
cihazda 25’e yakin degerler agr1 esiginin yiiksekligini, 0’a yakin degerler ise agr1 esiginin
diisik oldugunu gosterir.”> °* Deneyde gruplandirilan hayvanlardan ilk giin bazal
Olg¢timler alindi. Kiimiilatif doz 8 mg/kg olacak sekilde paklitaksel verilerek noropatik
agr1 olusan hayvanlardan model 6l¢iimleri ve tedavi siireci bitiminde de tedavi 6l¢iimleri

alinarak agr1 duyarliliginin degerlendirilmesinde kullanilmak tizere kaydedildi.
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3.2. Biyokimyasal analizler

Antipsikotilerin  IL-1p, IL-6, IL-10 ve TNF-a diizeylerine etkisinin
degerlendirilmesi icin ELISA testleri kullanildi. -20 derecede g¢alisma giiniine dek
saklanan kan serumlarindan BTLAB markali EO108Ra, E0764Ra, EO119Ra ve EO135Ra
katalog no’lu ELISA kitlerinin prosediiriine uygun olarak ¢alisild1 ve 450 nm de okutuldu.

3.3. Histopatolojik Yontem

Sicanlarin nekropsileri yapildi ve beyin dokusu %10’luk noétral formalin
soliisyonunda sabitlendi. Rutin alkol-ksilol takip prosediirlerinin ardindan parafin
bloklara alindi. Polilizinli lamlara 5 p’ lik kesitler halinde alind1 ve hematoksilen-eosin
ile boyanarak, beynin M1 bolgesi ve Medulla spinalis kisimlarinda goriilen dejeneratif
degisimler semikantitatif olarak yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olacak
sekilde degerlendirildi.

3.4. Immunohistokimyasal Yontem (IHC)

Polilizinli lamlara alinan 4 pum’ lik kesitler, bir ksilol ve alkol serisinden gegirildi,
PBS ile yikandi ve ardindan 10 dakika boyunca %3 H202 i¢inde tutuldu ve endojen
peroksidazin inaktivasyonu saglandi. Dokudaki antijenleri ortaya ¢ikarmak igin, 2x5
dakika boyunca 500 Watt'da antijen retrieval soliisyonu ile muamele edildi. Daha sonra
Sigma-1 Reseptorii (Affbiotech, Katalog no. DF7363), p-NMDAR2B (Affbiotech,
Katalog no. AF3425) ve p-ERK1/2 (Affbiotech, Katalog no. AF1015) primer
antikorlartyla 1/200 dilusyon oraninda +4 °C’de overnight olarak inkubasyona birakildi.
Ikincil olarak; Large Volume Detection System: anti-Polyvalent, HRP (Thermofischer,
Katalog no: TP-125-HL) iireticinin Onerdigi yonergelere uygun bi¢imde uygulandi.
Kromojen olarak AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazole) kullanildi. Mayer’s Hematoksilen ile

z1t boya yapildiktan sonra kesitler su bazli yapistirici ile kapatilarak 151k mikroskobunda
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incelendi. inceleme beyin dokularmin tespit edilen immunpozitiflikler semikantitatif
olarak yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi

3.5. In-Situ Hibridizasyon Yontemi (ISH)

Sigma-1 Reseptorii, NMDAR2B ve ERKI1/2 oligoniikleotidleri kullanilarak
mRNA diizeyleri incelendi (Tablo 3.1.). Bu amagcla Parafin kesitler 57 °C de 1 saat
bekletildi ve ardindan ksilol alkol serisinden gegirilerek deparafinizasyon iglemi
gerceklestirildi. Fosfat tamponlu salin (Phosphate buffered saline — PBS) ile yikama
isleminden sonra, kesitler proteinaz K ile muamele edildi. Pre hibridizasyon soliisyonu
ile 50 °C’ de 3 saat bekletilen kesitler sonrasinda, digoxigenin bagl prop ve hidridizasyon
soliisyonu ile 45 °C de overnight olarak inkube edildi. Yikama ve bloking islemlerinden
sonra anti-dig antikoru ile oda 1sisinda 4 saat inkubasyona birakildi. Daha sonra 10’ar dk
PBS ile ii¢ kere, alkalin fosfataz buffer ile 5° er dk iki kere yikandiktan sonra 6.6 ul NBT
ve 3.3 ul BCIP oranindaki kromojen ile oda 1sinda boyanma islemi saglandi. Daha sonra
kesitler distile su ile yikanip mikroskopta incelendi.

Tablo 3.1. mRNA icin kullanilan oligoniikleotidler

Oligoniikleotid
Sigma 1 Receptor: 5Dig/GTCTCTCCTGGGTAATAGACCT
(Genbank Reference Sequence: AF 067769.1)

NMDA type subunit 2B: 5Dig/CCATTGGTCACCAGGTAAAGGT

(NCBI Reference Sequence: XM 017592438.2)

Mitogen activated protein kinase 3: 5SDig/lCGACAGATGAACCAGTGGCT
(NCBI Reference Sequence: NM_017347.3)

3.6. Istatistiksel Analiz
3.6.1. Hayvan deneylerinin istatistiksel analizi
Istatistiksel analiz, ¢oklu karsilastirma testi olan One Way ANOVA ile yapilmis

olup, gruplarin arasindaki farkliliklarin tespitinde Post-HOC LSD kullanilmaistir.
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3.6.2. Patolojik calismalarin istatistiksel analizi

Histopatolojik, immunohistokimyasal ve in situ hibridizasyon ile boyamalarda
tespit edilen pozitiflikler yok (0), hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olarak degerlendirildi.
Bulgularin analizi i¢in SPSS 20.00 programi kullanildi. Gruplar arasindaki farkliliklar
belirlemek i¢in nonparametrik testlerden olan Kruskal Wallis kullanildi, farklilig

olusturan grup ise Mann Whitney U testiyle belirlendi (p <0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Lokomotor aktivite testi
Lokomotor aktivite testi ile hayvanlarin sterotipik ve ambulatuar hareketleri,

dinlenme yiizdeleri ve kat ettikleri mesafe kaydedilmis ve degerlendirilmistir.

Stereotipik (sn)

600
500
400
300
200

100

Sekil 4.1. Sterotipik hareket siireleri (n=10)
* = PTX Kontrol grubuna kars1 p<0.05
*#% = PTX Kontrol grubuna kars1 p<0.001
### = Saglikli Kontrol Grubuna karsilik p<0.001

Paklitaksel alan kontrol grubunda stereotipik harekette ndropatik agr1 olusmasina
bagli anlamli bir azalma goriilmiistiir. Haloperidol, risperidon ve Ketiapin ile tedavi
sonrasinda, stereotipik harekette azalma izlenmis, aripiprazoldeki ve klorpromazindeki
degisiklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 4.1.). Ambulatuvar harekette
ise tim gruplarda artis olmustur. Ketiapindeki artis cok anlamlidir (p<<0,001) (Sekil 4.2.).
Haloperidol, risperidon ve ketiapinde sterotipik harekette gozlenen azalmaya karsin

ambulatuar hareket anlamli 6l¢iide artmis ve agr1 kesici etki hipotezini desteklemistir.
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Sekil 4.2. Ambulatuar hareket siireleri(n=10)
* = PTX Kontrol grubuna kars1 p<0.05
*#% = PTX Kontrol grubuna kars1 p<0.001
# = Saglikli Kontrol Grubuna karsilik p<0.05
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Sekil 4.3. Dinlenme ytizdeleri(n=10)
* = PTX Kontrol grubuna kars1 p<0.05
# = Saglikli Kontrol Grubuna karsilik p<0.05
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Dinlenme yiizdelerine bakildiginda paklitaksel alan ndropatik agrili grupta saglikl
kontrole kiyasla anlamli artis olmus, tiim tedavi gruplarinda azalma izlenmistir. Ketiapin
ve klorpromazin alan grupta anlamli 6l¢lide azalma olmustur (Sekil 4.3.). Dinlenme
oranlarinin saglikli kontrol grubuna goére yiiksek olusu ise antipsikotiklerin ve

pregabalinin sedatif 6zellikleriyle iliskilendirilebilir.
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Sekil 4.4. Kat edilen mesafe(n=10)
* = PTX Kontrol grubuna kars1 p<0.05
*#% = PTX Kontrol grubuna kars1 p<0.001
# = Saglikli Kontrol Grubuna karsilik p<0.05
#### = Saglikli Kontrol Grubuna karsilik p<0.001

Kat edilen mesafe degerlendirildiginde yalnizca ketiapin alan grupta anlamli bir
artis olsa da tiim gruplarda izlenen artig, lokomotor aktivitede izlenen iyilesmeyi ve
analjezik etkiyi destekler niteliktedir (Sekil 4.4.).

4.2. Analjeziyometre

Antipsikotik etken maddelerin agr1 tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla
analjeziyometre Ol¢limleri yapildi. Yapilan calismada anlamli agr1 kesici etkisi olan etken

maddeler tespit edildi. Kontrol grubu olarak saglikli hayvanlar, yalnizca paklitaksel

alanlar ve giinlimiizde noropatik agr1 tedavisinde kullanilan bir etken madde olan
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pregabalin alan hayvanlar kullanildi. Secilen etken maddelerin agriya etkisi bu kontrol
gruplartyla karsilastirilarak degerlendirildi. Paklitaksel alan grupta, tedavi sonrasinda

saglikl1 kontrol grubuna kiyasla anlamli bir agr1 duyarlilig1 artis1 goézlendi (Sekil 4.5.).

Analjeziyometre Tedavi Sonrasi Ol¢iim Sonuglari
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Sekil 4.5. Analjeziyometre Tedavi Sonras1 Olgiim Sonuglar
* = PTX Kontrol grubuna kars1 p<0.05 anlamlilig1 gosterir.
### = Saglikli Kontrol Grubuna karsilik p<0.001 anlamlilig1 gosterir.
Tedavi sonrasinda alinan Ol¢timlerde Sekil 4.5. te gozlendigi lizere tiim etken
madde gruplarinda yalnizca paklitaksel alan kontrol grubuna kiyasla agr1 duyarliliginda
azalma gdzlendi. Noropatik agrinin bir sonucu olarak olusan hiperaljezi, allodini gibi agr1

esiginde azalmaya yol acan semptomlarin antipsikotikler ile azaldigi bu deney ile

desteklenmis oldu.
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Analjeziyometre Olgiim Sonuglari
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PTX uygulamasi sonrasi Tedavi Sonrasi
m Saghkh Kontrol B PTX+Pregabalin  mPTX m PTX+Haloperidol

m PTX+Aripiprazol  m PTX+Klorpromazin m PTX+Risperidon  m PTX+Ketiapin

Sekil 4.6. PTX Oncesi ve sonrasi analjeziyometre degerleri
* = PTX Kontrol grubuna kars1 p<0.05 anlamlilig1 gosterir.
### = Saglikli Kontrol Grubuna karsilik p<0.001 anlamlilig1 gosterir.

Tiim sonuglar degerlendirildiginde tedavi gruplarinda analjezik etkinligin sonucu

olarak agn esigindeki artis gozlenmektedir (Sekil 4.6.).

21



4.3. ELISA Testleri

ELISA testlerinde elde edilen veriler agagidaki grafiklerde goriildiigi gibidir.
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Sekil 4.7. IL-1 diizeyleri (ng/ml)
*#% = PTX Kontrol grubuna kars1 p<0.001 anlamlilig1 gosterir.

IL-1PB diizeyi tiim gruplarda hafif¢e diismiis, Klorpromazin grubunda ¢ok anlamli

bir diisilis goriilmistiir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.8. TNF-a diizeyleri (ng/ml)
* = PTX Kontrol grubuna kars1 p<0.05 anlamlilig1 gosterir.
*#% = PTX Kontrol grubuna kars1 p<0.001 anlamlilig1 gosterir.
# = Saglikli Kontrol Grubuna karsilik p<0.05 anlamlilig1 gosterir.

O O o o o

TNF-a diizeylerinde Haloperidol, Risperidon ve Ketiapin gruplarinda anlamh

olmak iizere tiim gruplarda PTX kontrol grubuna kiyasla bir artis olmustur (Sekil 4.8.).

IL-10
160
140

120
100
8
6
4
20

0

Sekil 4.9. IL-10 diizeyleri (pg/ml)
* = PTX Kontrol grubuna kars1 p<0.05 anlamlilig1 gosterir.
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Haloperidol PTX kontrol grubuna goére IL-10 diizeyini anlamli oranda artirmis,
Ketiapin ve klorpromazinde ise baskilayan bir etki goriilmiistiir. Aripiprazol de anlaml

oranda olmasa da artig dl¢lilmiistiir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.10. IL-6 diizeyleri (ng/L)
* = PTX Kontrol grubuna karsi p<0.05 anlamlilig1 gosterir.

IL-6 diizeylerinde Ketiapin ve Klorpromazin alan gruplarda anlamli bir azalma
gorlilmiistiir. Haloperidol alan grupta artis tespit edilmis, diger tedavi gruplarinda ise
istatistiksel olarak anlamli olmasa da azalma izlenmistir (Sekil 4.10.)

4.4. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik degerlendirme beyinde korteks’in M1 bolgesi ile Medulla

spinalis’te yapild1 (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Histopatolojik Bulgular
A- Korteks’in M1 bélgesi. I- Molekiiler tabaka, II- Eksternal granuler tabaka,
III- Eksternal primidal tabaka, IV- Internal granular tabaka, V- Internal piramidal
tabaka, B- Medulla Spinalis. Gm- Gri madde, Bm- Beyaz madde, Db- Dorsal boynuz,
Vb- Ventral boynuz.
Korteks’te ve Medulla spinalis’te gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli

farklar goriildii (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Noronlarda goriilen dejeneratif degisimler.

Gruplar M1 Medulla spinalis
Saghkh 0.16:+0.4034 0.33+0.5134
PTX+Pregabalin 1.334+0.51%4 1.1640.40°*
PTX 2.83+0.40A 2.83+0.40A
PTX+Haloperidol 2.0040.0094 2.16+0.40%
PTX+Aripiprazol 1.334+0.51%4 1.1640.40°*
PTX+Klorpromazin 1.66+0.51°4 1.334+0.51%4
PTX+Risperidon 1.8340.409 1.00+0.00%B
PTX+Ketiapin 1.160.40°A 1.334+0.51%4

abe Siitundaki gruplar arasinda istatistiksel farklilig1 belirtir (p <0.05)
A-B Qatirdaki gruplar arasinda istatistiksel farklilig1 belirtir (p <0.05)

Saglikli sicanlarin  korteksindeki M1 bdlgesi kisimlart normal histolojik
goriinimdeydi. Uygulama gruplarindan PTX grubunda siddetli diizeyde dejeneratif
degisimler gozlendi. Diger wuygulama gruplarindan PTX+Haloperidol ve

PTX+Risperidon’da  dejeneratif degisimlerin orta diizeyde, PTX+Pregabalin,
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PTX+Aripiprazol, PTX+Klorpromazin ile PTX+Ketiapin gruplarinda ise hafif diizeyde
oldugu belirlendi (Tablo 4.1.). Medulla spinalis’te de benzer bulgular olmakla birlikte
sadece PTX+Risperidon grubunda M1°de orta diizeyde goriilen dejeneratif degisimlerin,
Medulla spinalis’te hafif diizeyde yer aldig1 tespit edildi (Tablo 4.1.). Mikroskobik olarak
dejeneratif degisimlerin oldugu ndronlarin ¢ekirdeklerinde yogunluk artmis, ¢ekirdek

koyu renkli ve biiziismiis haldeydi (Sekil 4.12., Sekil 4.13.).
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Sekil 4.12. Korteks M1 bolgesi Histopatolojik Bulgular
A- Saglikli grup. Normal histolojik goriiniim, B- PTX+Pregabalin grubu. Hafif
diizeyde, C- PTX grubu. Siddetli diizeyde, D- PTX+Haloperidol grubu. Orta diizeyde,
E- PTX+Aripiprazol grubu. Hafif diizeyde, F- PTX+Klorpromazin grubu. Hafif

diizeyde, G- PTX+Risperidon grubu orta diizeyde, H- PTX+Ketiapin grubu. Hafif
diizeyde dejeneratif néronlar (oklar). Korteks M1 bolgesi, H-E.
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Sekil 4.13. Medulla Spinalis Histopatolojik Bulgular
Saglikli grup. Normal histolojik goriiniim, B- PTX+Pregabalin grubu. Hafif
diizeyde, C- PTX grubu. Siddetli diizeyde, D- PTX+Haloperidol grubu. Orta diizeyde,
E- PTX+Aripiprazol grubu. Hafif diizeyde, F- PTX+Klorpromazin grubu. Hafif
diizeyde, G- PTX+Risperidon grubu orta diizeyde, H- PTX+Ketiapin grubu. Hafif
diizeyde dejeneratif ndronlar (oklar). Medulla Spinalis, H-E.
4.5. immunohistokimyasal Bulgular (IHC)
Sigma-1 Reseptorii, p-NMDAR2B ve p-ERKI1/2 yo6niinden Korteks’in M1
bolgesinde ve Medulla spinalis’te istatistiksel agidan anlamli farklar tespit edildi (Tablo

4.2., Tablo 4.3.).
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Tablo 4.2. Sigma-1 Reseptorii, p-NMDAR2B ve p-ERK1/2 yoniinden Korteks’in
M1 bolgesinde yapilan immunohistokimyasal boyamalar.

Gruplar lsliegslzl;t-;rﬁ p-NMDAR2B p-ERK1/2

Saghkh 0.00£0.00%4 0.83+0.40%8 0.33£0.512A
PTX+Pregabalin 0.33+0.51% 1.83+0.40%8 0.83+0.40°¢
PTX 0.83+0.40%A 1.83+0.40°B 1.66+0.51¢B
PTX+Haloperidol 1.00+0.00%A 2.00+0.00°8 0.83£0.40%
PTX+Aripiprazol 0.83+0.40°* 1.00+0.00% 0.83+0.40%
PTX+Klorpromazin  1.00+0.00%* 1.16£0.40% 1.00+0.00%
PTX+Risperidon 0.83+0.40°A 0.83£0.40% 1.00+0.0034
PTX+Ketiapin 1.00+0.00%A 0.83£0.40% 1.16+0.40%4

abe Siitundaki gruplar arasinda istatistiksel farklilig belirtir (p <0.05)
A-B Qatirdaki gruplar arasinda istatistiksel farklilig1 belirtir (p <0.05)

Tablo 4.3. Sigma-1 Reseptorii, p-NMDAR2B ve p-ERK1/2 yoniinden Medulla
spinalis’te yapilan immunohistokimyasal boyamalar.

Gruplar :Zg;;;,lrﬁ p-NMDAR2B  p-ERKI1/2

Saghkh 0.00+0.004 0.83+0.40%8 1.00+0.00%8
PTX+Pregabalin 0.83+0.40°* 2.00+0.00°B 0.83+0.40%
PTX 1.83+0.40A 2.83+0.40°B 2.83+0.40°8
PTX+Haloperidol 1.16+0.40°A 1.83+0.40°8 2.00+0.00°B
PTX+Aripiprazol 1.00+0.00°4 2.8340.40°8 1.00+0.00%4
PTX+Klorpromazin  1.16+0.40°* 1.00+0.00%4 1.16+0.40%
PTX+Risperidon 2.00+0.00°4 2.66+0.51°B 1.8340.40°A
PTX+Ketiapin 1.83+0.40°A 1.16+0.408 1.00+0.00°8

abe Siitundaki gruplar arasinda istatistiksel farklilig belirtir (p <0.05)
A-B Qatirdaki gruplar arasinda istatistiksel farklilig1 belirtir (p <0.05)

Sigma-1 Reseptorii yoniinden Ml1’de yapilan boyamalarda saglikli,

PTX+Pregabalin gruda énemli diizeyde immunpozitiflik gézlenmezken, diger uygulama
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gruplarinda hafif diizeyde immunpozitiflik vardi. Medulla spinalis’te ise sadece saglikli
grupta  immunpozitiflik  bulunmamaktaydi. ~ Uygulama  gruplarindan  PTX,
PTX+Risperidon ve  PTX+Ketiapin  gruplarinda  orta, = PTX+Pregabalin,
PTX+Haloperidol, PTX+Aripiprazol ve PTX+Klorpromazin gruplarinda hafif diizeyde
Sigma-1 Reseptorii immunpozitifligi bulunmaktaydi (Sekil 4.14., Sekil 4.15.).

p-NMDAR2B immunpozitiflikleri tiim gruplarin korteks’lerinin M1 kisimlarinda
ve Medulla spinalis’te goriildii. Yapilan boyamalarda; saglikli, PTX+Aripiprazol,
PTX+Klorpromazin PTX+Risperidon ve PTX+Ketiapin gruplarinda hafif, diger
uygulama gruplar1 olan PTX+Pregabalin, PTX, PTX+Haloperidol’da ise orta diizeyde
immunpozitiflikler vardi. Medulla Spinalis’te p-NMDAR2B immunpozitiflikleri genel
olarak korteks’in M1 kismima gore daha siddetliydi. PTX, PTX+Aripiprazol ve
PTX+Risperidon gruplarinda siddetli, PTX+Pregabalin, PTX+Haloperidol gruplarinda
orta, saglikli, PTX+Klorpromazin ve PTX+Ketiapin gruplarinda ise hafif diizeyde p-
NMDAR2B immunpozitiflikleri tespit edildi (Sekil 4.16., Sekil 4.17.).

p-ERK1/2 ¢ogu saglikli gruptaki siganlarin M1 bélgesi harig, tiim gruplarda hem
M1’de hem de Medulla spinalis’te gozlendi. p-ERK1/2 immunpozitiflikleri saglikli
grubun M1 boélgesinde gozlenmezken, diger gruplarin tamaminda hafif diizeyde
immunpozitiflikler bulunmaktaydi. Medulla spinalis’teki pozitiflikler saglikls,
PTX+Pregabalin, PTX+Aripiprazol, PTX+Klorpromazin ve PTX+Ketiapin gruplarinda
hafif, PTX+Haloperidol, PTX+Risperidon gruplarinda orta, PTX grubunda ise siddetli
diizeydeydi (Sekil 4.18- Sekil 4.19).

Sigma-1 Reseptorii, p-NMDAR2B ve p-ERK1/2 immunpozitiflikleri hem M1°de
hem de Medulla spinalis’te; norofil dokuda, glia hiicrelerinde, hafif olarak da

noronlardaydi.
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Sekil 4.14. Korteks M1 bdlgesinde Sigma-1 Reseptdrii immunpozitiflikleri
A- Saglikli grup ve B- PTX+Pregabalin grubu. Immun negatiflik, C- PTX grubu ve D-
PTX+Haloperidol grubu. Hafif diizeyde immunpozitiflik, E- PTX+Aripiprazol grubu,
F- PTX+Klorpromazin grubu, G- PTX+Risperidon grubu, H- PTX+Ketiapin grubu.
Hafif diizeyde immunpozitiflik (oklar), IHC.
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Sekil 4.15. Medulla spinalis’te Sigma-1 Reseptorii immunpozitiflikleri
A- Saglikli grup. Immun negatiflik, B- PTX+Pregabalin grubu. Hafif diizeyde, C-
PTX grubu. Orta diizeyde, D- PTX+Haloperidol grubu. Hafif diizeyde, E-
PTX+Aripiprazol grubu ve F- PTX+Klorpromazin grubu. Hafif diizeyde, G-
PTX+Risperidon grubu ve H- PTX+Ketiapin grubu. Orta diizeyde
immunpozitiflik (oklar). THC.
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Sekil 4.16. Korteks M1 bolgesinde p-NMDAR2B immunpozitiflikleri
A- Saglikli grup. Hafif diizeyde, B- PTX+Pregabalin grubu, C- PTX grubu, D-
PTX+Haloperidol grubu, Orta diizeyde, E- PTX+Aripiprazol grubu, F-
PTX+Klorpromazin grubu, G- PTX+Risperidon grubu, H- PTX+Ketiapin
grubu. Hafif diizeyde immunpozitiflik (oklar), IHC.

Sekil 4.17. Medulla spinalis’te p-NMDAR2B immunpozitiflikleri
A- Saglikli grup. Hafif diizeyde, B- PTX+Pregabalin grubu. Orta diizeyde, C- PTX
grubu. Siddetli diizeyde, D- PTX+Haloperidol grubu. Orta diizeyde, E-
PTX+Aripiprazol grubu. Siddetli diizeyde, F- PTX+Klorpromazin grubu. Hafif
diizeyde, G- PTX+Risperidon grubu. Siddetli diizeyde, H- PTX+Ketiapin grubu.
Hafif diizeyde immunpozitiflik (oklar). IHC.
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Sekil 4.18. Korteks M1 bolgesinde p-ERK1/2 immunpozitiflikleri
A- Saglikli grup. Immun negatiflik, B- PTX+Pregabalin grubu, Hafif diizeyde, C- PTX
grubu, Orta diizeyde, D- PTX+Haloperidol grubu, E- PTX+Aripiprazol grubu, F-
PTX+Klorpromazin grubu, G- PTX+Risperidon grubu, H- PTX+Ketiapin grubu. Hafif
diizeyde immunpozitiflik (oklar), IHC.

Sekil 4.19. Medulla spinalis’te p-ERK 1/2 immunpozitiflikleri
A- Saglikli grup ve B- PTX+Pregabalin grubu. Hafif diizeyde, C- PTX grubu. Siddetli
diizeyde, D- PTX+Haloperidol grubu. Orta diizeyde, E- PTX+Aripiprazol grubu ve F-
PTX+Klorpromazin grubu. Hafif diizeyde, G- PTX+Risperidon grubu. Orta diizeyde,
H- PTX+Ketiapin grubu. Hafif diizeyde immunpozitiflik (oklar). IHC.
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4.6. In-Situ Hibridizasyon Yontemi (ISH)

Sigma-1 Reseptorii, NMDAR2B ve ERK1/2 yoniinden korteks’in M1 bolgesinde
ve Medulla spinalis’te mRNA ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli farklar
tespit edildi (Tablo 4.4., Tablo 4.5.).

Tablo 4.4. Sigma-1 Reseptorii, NMDAR2B ve ERK1/2 yoniinden korteks’in M1

bolgesinde yapilan in situ hibridizasyon boyamalarda mRNA diizeyleri

Gruplar Slgma-1 NMDAR2B ERK1/2
Reseptorii

Saghkh 0.83£0.40% 1.83+0.40%8 1.00+0.0034
PTX+Pregabalin 0.83£0.40% 2.66+0.51°8 1.83+0.40°¢
PTX 1.66+0.51%A 2.83+0.40°8 2.66+0.51¢B
PTX+Haloperidol 1.83+0.40%A 2.83+0.40°8 1.83+0.40°A
PTX+Aripiprazol 1.66+0.51°4 1.66+0.5134 1.66+0.51°4
PTX+Klorpromazin  1.66+0.51%4 1.8340.40% 1.8340.40°*
PTX+Risperidon 2.00+0.00%4 1.66+0.5134 1.83+0.40°A
PTX+Ketiapin 1.83+0.40°A 1.66+0.51%A 1.66+0.51%A

abe Siitundaki gruplar arasinda istatistiksel farkliligi belirtir (p <0.05)

AB Satirdaki gruplar arasinda istatistiksel farkliligi belirtir (p <0.05)
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Tablo 4.5. Sigma-1 Reseptorii, NMDAR2B ve ERK1/2 yoniinden Medulla
spinalis’te yapilan in situ hibridizasyon boyamalarda mRNA diizeyleri

Gruplar Sigma-1 NMDAR2B ERK1/2

Saghkh 1.00+£0.0034 1.83+0.40%8 1.66+0.518
PTX+Pregabalin 1.66+0.51°4 2.66+0.51%8 1.83+0.40%A
PTX 2.66+0.51A 2.83+0.4004 2.66+0.51%4
PTX+Haloperidol 1.83+0.40°4 2.66+0.51%8 2.66+0.51%8
PTX+Aripiprazol 1.66+0.5154 2.66+0.51%8 1.83+0.40%A
PTX+Klorpromazin 1.66+0.51°4 1.66+0.51%A 1.83+0.40%A
PTX+Risperidon 2.83+0.40A 2.83+0.40% 2.83+0.40%
PTX+Ketiapin 2.66+0.51A 1.66+0.5128 2.00+0.00%8

abe Siitundaki gruplar arasinda istatistiksel farkliligi belirtir (p <0.05)
AB Satirdaki gruplar arasinda istatistiksel farklihigi belirtir (p <0.05)

Korteks’in M1 bolgesinde Sigma-1 Reseptorii mRNA diizeyleri saglikli ve
PTX+Pregabalin grubunda hafif iken diger uygulama gruplarinda orta diizeydeydi.
Medulla spinalis’te ise Sigma-1 Reseptorii mRNA diizeyleri PTX, PTX+Risperidon ve
PTX+Ketiapin ~ gruplarinda  siddetli, = PTX+Pregabalin, = PTX+Haloperidol,
PTX+Aripiprazol ve PTX+Klorpromazin gruplarinda orta, saglikli grupta hafif olarak
tespit edildi (Sekil 4.20., 4.21.).

NMDAR2B mRNA diizeyleri M1 bolgesinde PTX+Pregabalin, PTX,
PTX+Haloperidol gruplarinda siddetli, diger uygulama gruplar ile saglikli grupta orta
seviyede tespit edildi. Medulla spinalis’te de benzer bulgulara rastlandi. Gruplardan
saglikli, PTX+Klorpromazin ve PTX+Ketiapin’de orta diizeyde NMDAR2B mRNA
tespit edilirken, diger uygulama gruplarinda NMDAR2B mRNA diizeyi siddetli olarak
bulundu (Sekil 4.22., 4.23.).

ERK1/2 mRNA ekpresyonu tiim gruplardaki sicanlarin hem M1’de hem de

Medulla spinalis’te gozlendi. Korteks’in M1 bdlgesindeki ERK1/2 mRNA ekpresyonu
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PTX grubunda siddetli iken, diger gruplarda orta diizeydeydi. Medulla spinalis’te ise
PTX, PTX+Haloperidol ve PTX+Risperidon gruplarinda siddetli, diger gruplarda orta
diizeydeydi (Sekil 4.24., 4.25.).

Sigma-1 Reseptorii, NMDAR2B ve ERKI1/2 mRNA ekspresyonlari norofil

dokuda gozlendi.
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Sekil 4.20. Korteks M1 bolgesinde Sigma-1 Reseptorii mRNA diizeyleri
A- Saglikli grup ve B- PTX+Pregabalin grubu. Hafif diizeyde, C- PTX grubu, D-
PTX+Haloperidol grubu, E- PTX+Aripiprazol grubu, F- PTX+Klorpromazin grubu, G-
PTX+Risperidon grubu, H- PTX+Ketiapin grubu. Orta diizeyde pozitiflik (oklar),
(n=no6ron) ISH.
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Sekil 4.21. Medulla spinalis’te Sigma-1 Reseptorii mRNA diizeyleri
A- Saglikli grup. Hafif diizeyde B- PTX+Pregabalin grubu. Orta diizeyde, C- PTX
grubu. Siddetli diizeyde D- PTX+Haloperidol grubu, E- PTX+Aripiprazol grubu ve F-
PTX+Klorpromazin grubu. Orta diizeyde, G- PTX+Risperidon grubu ve H-
PTX+Ketiapin grubu. Siddetli diizeyde pozitiflik (oklar), (n=ndron) ISH.

E F G H

Sekil 4.22. Korteks M1 bolgesinde NMDAR2B mRNA diizeyleri
A- Saglikli grup. Orta diizeyde, B- PTX+Pregabalin grubu, C- PTX grubu ve D-
PTX+Haloperidol grubu. Siddetli diizeyde, E- PTX+Aripiprazol grubu, F-
PTX+Klorpromazin grubu, G- PTX+Risperidon grubu, H- PTX+Ketiapin grubu. Orta
diizeyde pozitiflik (oklar), (n=néron) ISH.
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Sekil 4.23. Medulla spinalis’te NMDAR2B mRNA diizeyleri
A- Saglikli grup. Hafif diizeyde B- PTX+Pregabalin grubu, C- PTX grubu ve D-
PTX+Haloperidol grubu, E- PTX+Aripiprazol grubu. Siddetli diizeyde, F-
PTX+Klorpromazin grubu. Orta diizeyde, G- PTX+Risperidon grubu. Siddetli diizeyde,
H- PTX+Ketiapin grubu. Orta diizeyde pozitiflik (oklar), (n=ndron) ISH.

E F G H

Sekil 4.24. Korteks M1 bolgesinde ERK 1/2 mRNA diizeyleri
A- Saglikli grup. Hafif diizeyde, B- PTX+Pregabalin grubu. Orta diizeyde, C- PTX
grubu. Siddetli diizeyde, D- PTX+Haloperidol grubu, E- PTX+Aripiprazol grubu, F-
PTX+Klorpromazin grubu, G- PTX+Risperidon grubu, H- PTX+Ketiapin grubu. Orta
diizeyde pozitiflik (oklar), (n=néron) ISH.
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Sekil 4.25. Medulla spinalis’te ERK 1/2 mRNA diizeyleri
A- Saglikli grup ve B- PTX+Pregabalin grubu. Orta diizeyde, C- PTX grubu ve D-
PTX+Haloperidol grubu. Siddetli diizeyde, E- PTX+Aripiprazol grubu, F-
PTX+Klorpromazin grubu. Orta diizeyde, G- PTX+Risperidon grubu. Siddetli diizeyde,
H- PTX+Ketiapin grubu. Orta diizeyde pozitiflik (oklar), (n=ndron) ISH.
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5. TARTISMA

Antipsikotikler psikiyatrik hastaliklarda yaygin sekilde kullanilan, psikiyatrik
durumlar disinda da pek c¢ok hastaligin tedavisinde kullanimlari zaman gectikte
yayginlagan bir ilag grubudur. Dopamin D2 ve Seratonin SHT2A reseptor blokaj1 temel
isleyis mekanizmasi olsa da etki ettikleri reseptor ¢esitliligi cok fazladir. Bu sayede farkli
endikasyonlarda da uygunluguna yonelik aragtirmalar yapilmaktadir. Agr1 bu alanlardan
biridir.

Farkl1 antipsikotik etken maddelerle yillardir agn ile iligkili ¢alismalar yapilmas,
adjuvan olarak kullanimmin agri kesici etkiyi artirdigini gosteren sonuglar elde
edilmistir.>® Bu ¢calismada kullanilan etken maddelerin bazilarinin da agrida etkinliklerine
dair ¢alismalar yapilmis ancak noropatik agrida kullanimlarina iligkin literatiirde eksiklik
oldugu saptanmustir.

Noropatik agrinin farkli tanimlar yillar iginde kullanilmis olsa da, yaygin olarak
kabul goren tanimi, somatosensor sistemin bir lezyonu veya hastaliginin neden oldugu
agridir.”> Postherpetik nevralji, agrili diyabetik polinéropati, multipl skleroz, omurilik
yaralanmasi, inme, kanser gibi bir ¢ok durumda olusabilen noropatik agrinin
sebeplerinden biri de kemoterapdtik ajanlarla kanser tedavisidir.”> Paklitakselin
indiikledigi noropatik agr1 bunlardan biridir.

Paklitaksel meme, akciger, over gibi yaygin goriilen kanserlerin tedavisinde etkili
olan taksan grubu anti-kanser ilag¢lardandir. Bu ilagla iliskili doz kisitlayict en 6nemli yan
etki ise paklitakselle indiiklenen néropatik agridir.® Hastalarin %97’si gibi yiiksek bir
oranda ve daha ilk dozlardan itibaren goriilebilen bu yan etki tedaviye devam edildiginde
kiimiilatif olarak artar.® Tedavinin kesildigi durumda bile semptomlar siirebilir ve uzun
stireli veya kalict olabilir. Noropatiden kiigiik capli duysal lifler etkilendiginden; eldiven-

corap tarzi uyusukluk, yanma, karincalanma, dokunma duyusunda azalma ve ndropatik
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agr1 gibi belirtiler tipiktir. Noropatik agr1 ile yapilacak ¢alismalarda paklitakselin bu yan
etkisi kullanilarak hayvanda noropatik agri modeli olusturulmasi sik kullanilan
yontemlerdendir.

Yapilan bir¢ok arastirmada elde edilen bulgularla patofizyolojiyi agiklayacak bazi
yolaklar bulunsa da noropatik agrinin kesin mekanizmasina dair yeterli bir sonuca
varilamamistir. Merkezi sinir sistemindeki nosiseptorlerin normal veya esik alt1 afferent
girdiye artan tepkisi veya inhibisyonda azalma sonucu noronlarin sinaptik etkinliginde
artis olarak tamimlanan santral sensitizasyon durumu, néropatik agrinin olasi
yolaklarindandir.? 27 Santral sensitizasyon olugsmasinda ana mekanizma olarak goriilen
NMDA reseptorii aktivasyonu, tekrarlayan agri sinyaline bagli olarak uyarici
aminoasitlerin ve néropeptitlerin salinimi ile fazla miktarda uyarilir. Uyari, agr1 yanitini
artirirken; reseptdr aktivasyonu ile artan hiicre i¢i kalsiyum, NMDAR2B alt tipini
fosforile ederek membran gegirgenligini bozar ve reseptor asir1 duyarliligina sebep olur.*
Noron uyarilabilirligindeki bu degisiklikler ve kisir dongiiye giren uyari artisi fiziksel
allodiniyi makul bir sekilde acgiklar ve hayvan ve insan g¢alismalarindan elde edilen
verilerle desteklenmistir.?® % Agr1 hipersensitivitesinden sorumlu sinaptik plastisitede rol
oynadig1 c¢alismalarla gdsterilen ve santral sensitizasyonun bir belirteci olarak
kullanilabilecegi ongoriilen fosforile ERK diizeyi tespit edilerek tedavi sonrasi agri
diizeyindeki degisiklik degerlendirilebilir.*-4% 31

Sigma-1 reseptorii periferik ve santral sinir sistemi boliimlerinde yiiksek oranda
eksprese edilen ve santral sensitizasyon ile iliskilendirilen bir transmembran proteindir.5’
Endoplazmik retikulumda lokalize olsa da plazma membrani ve mitokondri zar1 arasinda
yer degistirebilen bu reseptdr, uyaran olmadigi durumda inaktif iken patolojik uyaranla
aktiflesir ve sayica artar.”- * Agr1 durumunda artisi gozlenen Sigma-1 reseptoriiniin

blokaji ile yapilan ¢aligmalarda noropatik agrida umut verici sonuglar elde edilmistir.®®:
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6972 Patolojik durumlarda sayica artisi ve santral sensitizasyon ile iligkilendirildigi
calismalar ise agr1 belirteci olarak kullanilabilirliginin gostergesidir.’’

Bilinen agr1 tedavilerinin biiyiik cogunlugu ile néropatik agrida belirgin bir tedavi
saglanamamustir. Bu da agr1 tedavisinde bizi arastirmaya ve alternatif tedaviler bulmaya
yoneltmektedir. Antidepresanlar ve antiepileptikler noropatik agr1 tedavisinde en fazla
caligilan ilag gruplaridir. Analjezik etkisi gozlenen bu ilaglarin agri kesici etkisi santral
sensitizasyon baskilamasi ile iliskilendirilmistir.”® Antipsikotiklerin de analjezik etkileri
cesitli calismalarda degerlendirilmis, olumlu etkiler gozlenmis ve direngli agrida ek
tedavi veya adjuvan olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.’® 37 Ancak santral
sensitizasyon {izerine etkilerini degerlendiren bir c¢alisma yapilmamistir ve
antipsikotiklerin de santral sensitizasyonun baskilanmasi araciligtyla etki etmesi olasidir.
Antipsikotikler noropatik agrili hastay1 psikososyal agidan da destekleyecek ve agrinin
sebep oldugu duygudurum bozuklularini diizenleyecektir.

Noropatik agrinin ndroinflamatuar stireclerle iligkisi oldugu bilindiginden, anti-
inflamatuar oOzellikleri olan antipsikotiklerin agriyr azaltmasi olasidir. Paklitakselle
indiiklenen noropatik agrida artis1 gozlenen pro-inflamatuar medyatdrlerden IL-6, TNF-
a, IL-1B ve anti-inflamatuar bir belirte¢ olan IL-10 diizeylerinde, antipsikotiklerin
verilmesinin  ardindan olusan  degisiklikler tespit edilerek antipsikotiklerin
noroinflamasyona etkileri degerlendirilebilir.”

Antipsikotikler, reseptor aktiviteleri goz oniinde bulundurularak iki gruba ayrilir.
Tipik veya birinci nesil antipsikotikler birincil olarak dopamin D2 reseptorlerini
antagonize ederek pozitif semptomlar iizerinde etkinlik gosterirler, ancak siklikla
istenmeyen ekstrapiramidal yan etkiler (titremeler, spazmlar, sertlik ve tardif diskinezi)
ve hiper-prolaktinemiye yol agarlar.!?’ Buna karsilik atipik antipsikotikler hem serotonin

hem de dopamin reseptorlerinde blokaj araciligiyla terapotik etkinlik sergilerler.

41



Ekstrapiramidal yan etki ve hiperprolaktinemi riskleri tamamen ortadan kalkmasa da
klinik olarak etkili araliklarda uygulandiginda insidans 6nemli 6lglide azalir.!°!- 192 Baskin
olan reseptdr etkinlikleri dopamin ve seratonin olsa da reseptor afiniteleri her etken
madde i¢in degiskenlik gdsterir ve ¢ok ¢esitlidir.

Bu calismada antipsikotiklerin noropatik agri {izerine etkilerini incelemek
amaciyla bes etken madde secilmis ve Oncelikle analjeziyometre ile antipsikotiklerin
agriya etkisini incelemek hedeflenmistir. Lokomotor aktivite testi araciligiyla tedavinin
hayvanin agrisinin yani sira lokomotor aktivite iizerine etkisi hakkinda da yorum
yapilabilmistir. Sonrasinda sakrifiye edilen hayvanlardan alinan dokularda Sigma-1
reseptorii, NMDAR2B ve ERK diizeyleri immunohistokimyasal boyama ve in-situ
hibridizasyon yontemleriyle tespit edilmis ve antipsikotiklerin santral sensitizasyon
izerine etkilerine dair yorumlar yapilmaistir.

Haloperidol, bir¢ok psikiyatrik bozuklugun tedavisinde kullanilan ve bilinen
etkilerinin yaninda yeni endikasyonlarda kullanilma potansiyeli olan bir etken maddedir.
Haloperidol ve agr iligkisini inceleyen c¢aligmalarda analjezik etkili oldugu cok kez
gosterilmistir. Agr1 kesici mekanizmaya iliskin ¢alismalarda haloperidoliin Sigma-1
reseptOrii antagonisti olma 6zelligi 6n plana ¢ikmustir.!® Calismalar, Sigma-1-reseptor
nakavt farelerinde formalin tarafindan indiiklenen nosisepsiyona yanitta bir azalma
oldugunu gostermistir.!® Haloperidoliin hayvanda kapsaisin tarafindan indiiklenen
duyarliligr 6nemli 6l¢iide azalttigr bulunmus, bir diger ¢alismada ise Sigma-1 reseptor
antagonizmasinin, opioidlerin istenmeyen etkilerini artirmadan opioid antinosiseptif
etkileri gii¢lendirdigi yoniinde sonuglar toplanmustir.!>1% Bu tez ¢alismasinda elde
ettigimiz sonuglarin literatiir verileriyle uyumlu oldugunu belirledik. Paklitakselle
ndropatik agr1 olusturarak yaptigimiz ¢alismamizda, haloperidoliin ambulatuar hareket

stiresinde PTX kontrol grubuna gore gdsterdigi anlamli artis ve analjeziyometrede agri
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esiginde gozlenen anlaml diislis noropatik agridaki ekinligini dogrulamistir (Sekil 4.2,
Sekil 4.5). Immunohistokimyasal incelemede; Sigma-1 reseptorii ve p-NMDAR2B
seviyelerinde beyin M1 bolgesinde PTX alan kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli
degisiklik gozlenmese de Medulla spinalis degerlendirildiginde haloperidoliin her iki
reseptor sayisint anlaml diizeyde azalttigi goriilmiistlir (Tablo 4.2., Tablo 4.3.). Hem
beyin M1 bolgesinde hem de Medulla spinalis’te p-ERK diizeyi azalmistir. Santral
sensitizasyon mekanizmalaria baglh degisikliklerin Medulla spinalis’te belirgin oldugu
diistiniiliirse, beyinde ciddi degisiklik yapmamasina ragmen Medulla spinalis’te her {i¢
belirteci de baskilamas1 kiymetlidir. in-situ hibridizasyon ile yapilan ¢aligmada beyinde
M1 bolgesinde ERK diizeyi, Medulla spinalis’te ise Sigma-1 reseptor sayisinin azaldigi
gozlenmistir (Tablo 4.4., Tablo 4.5.). Bu sonuglar degerlendirildiginde haloperidoliin
analjeziyometre ile goOsterilen agri kesici etkisinde santral sensitizasyon
mekanizmalariin baskilanmasinin rolii oldugu séylenebilir.

Haloperidoliin inflamasyon ile iligkili etkilerinin arastirnlldigr glial kiiltiir
deneyinde anti-inflamatuar bir sitokin olan IL-10 ekspresyonu tlizerinde olumsuz etkileri
olmadan IL-1f ve TNF-a pro-inflamatuar sitokinlerinin {iretimini azalttig1 gozlenmistir.5?
Ancak sizofrenik hastalarla yapilan bir klinik ¢aligmada serum IL-6 seviyelerinde bir
degisiklik olusturmadig1 tespit edilmis; 12 hafta siireyle haloperidol tedavisi alan hasta
grubuyla yapilan calismada IL-6 ve IL-8 diizeylerinde anlamli degisiklik olusturmadig:
gortilmiistiir.!%7 198 Yine gizofreni tanili bir hasta grubunda haloperidol tedavisine ragmen
kandaki IL-6 ve TNF-a diizeyi yiikselmistir.!%” Bizim ¢alismamizda gosterilen agri kesici
etkide inflamatuar belirte¢ seviyelerinin iligkisi degerlendirildiginde ise TNF-a da ciddi
bir yiikselis goriilmiis, IL-6 seviyelerinin de yiikseldigi izlenmistir (Sekil 4.8., Sekil
4.10.). IL-10 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis olmus olsa da haloperidoliin

anti-inflamatuar bir etki olusturduguna dair yeterli sonug elde edilememistir (Sekil 4.9.).
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Gecmiste yapilan calismalarla mevcut sonuglar karsilagtirildiginda, haloperidoliin anti-
inflamatuar etki yaptig1 gozlenen makalelerde sonuglarin in-vifro ¢alismalarda elde
edildigi goriilmiistiir. Hasta gruplarinda yapilan klinik deneylerde ise serumda bakilan
medyator diizeyleri calismamizda toplanan verilerle paraleldir. Mevcut deneyde
belirtecler serumdan ¢alisilmis ve haloperidoliin, paklitaksele bagli olugan inflamasyonun
yiikselttigi belirte¢ diizeylerini sistemik olarak baskilamadigi seklinde yorumlanmustir.
Risperidon, serotoninerjik, dopaminerjik, adrenerjik ve histaminerjik reseptorlere
antagonist etkisi olan gii¢lii bir atipik antipsikotiktir. Bir¢cok endikasyonda yaygin
kullanilan ve yapilan ¢aligmalar degerlendirildiginde agri tedavisi i¢in de imit vadeden
bir etken maddedir. Agr1 ile iligkili ¢aligmalarda risperidon opioid ile saglanan agr kesici
etkiyi gliclendirmis, akut inflamatuar agrida steroid olmayan anti-inflamatuar ilaglarin
analjezik giiclinii artirmustir.!!%!12 Kronik agriya bagl direngli depresif duygu durumu
olan hasta grubunda psikososyal fonksiyon kaybini azalttigi da gosterilmistir.''> Agrida
etkili oldugunu gosteren caligmalar olsa da noropatik agridaki etkinligine dair ¢alisma
olmayan risperidon, yaptigimiz ndropatik agri modelinde analjezik etki gostermistir.
Noropatik agrili hayvanlarda analjeziyometrede anlamli agr1 esigi artis1 olmus ve LMA
testi ile stereotipik ve ambulatuar hareket artig1 gosterilmistir (Sekil 4.5., Sekil 4.1., Sekil
4.2.). Agn kesici etkinin santral sensitizasyon iligkisine dair yorum yapabilmek i¢in
yapilan immunohistokimyasal boyamalarda beyinde M1 bdlgesinde p-NMDAR2B ve p-
ERK diizeyini azaltan etkisi oldugu, Medulla spinalis’te ise p-ERK ‘nin yaninda Sigma-
1 reseptorii sayisim da baskiladign goriilmiistiir (Tablo 4.2., Tablo 4.3.). In-situ
hibridizasyon da immunohistokimyasal bulgular1 destekler sekilde M1 bdolgesinde
NMDAR2B ve ERK diizeylerinde diisiis saglamistir (Tablo 4.4.). Bu verilere dayanarak
yorumlandiginda, risperidonun santral sensitizasyon yolaklar1 aracilig1 ile agr1 kesici etki

yaptig1 sonucuna varilabilir.
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Inflamatuar medyatorlere etkisi incelendiginde literatiirdeki ¢aligmalarin sonuglari
birbiri ile ¢elismektedir. Glial kiiltiirde yapilan bir calismada IL-10 diizeyini etkilemeden
IL-1B, IL-6 veya TNF-o. liretimini azalttigi gézlenmistir.®? Sizofreni tanil hasta grubunda
aralikli olarak 6 aylik tedavi siiresince alinin serum 6rneklerinde risperidon IL-2, IL-6 ve
TNF-o serum diizeylerini diigtirmiistiir.!'* Ancak yine risperidon tedavisi alan sizofreni
tanil1 hasta grubundaki diger bir ¢aligmada plazma IL-8, IL-2, IL-6, ve IFN-y diizeyleri
tedaviden 6nce ve sonra anlamli olarak farklilik géstermemistir.!'> Bizim ¢alismamizda
da hayvanlarin serum Orneklerinden bakilan medyator diizeyleri degerlendirildiginde
risperidon IL-1f , IL-10 ve IL-6 diizeylerinde anlaml bir degisiklik yapmamis; TNF-a
da ise belirgin bir artisa sebep olmustur (Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10.). Bu
verilerden risperidonun inflamasyona sistemik bir baskilayict etkisi olmadigi,
analjeziyometre ile tespit edilen agri duyarliligini azaltici etkisinde anti-inflamatuar
etkinin aracilik etmedigi sonucuna varilabilir. Hayvan deneyleri ile 6rtlismeme sebebi
olarak in-vitro ¢aligsmalarin sistemik yanit1 yeterince iyi yansitamamasi gosterilebilir.

Aripiprazol en yaygin recete edilen atipik antipsikotiklerden biridir. Cesitli
endikasyonlar i¢in etkinligini kanitlamis bu etken maddenin agriya etkisi ile ilgili yapilan
caligmalarda analjezik 6zelligi de oldugu yiiniinde bulgular elde edilmistir. Farelerde tail
flick testi ile morfinin antinosiseptif etkisinin uzatilmasinda etkili olmus, hot plate testi
ile morfinin antinosiseptif etkisinin siiresini onemli Olc¢lide arttirdigi, akut morfin

toleransii onledigi gozlenmistir.!'3

Bir diger calismada farelerde sistemik aripiprazol
enjeksiyonu, pence basing testinde formalin kaynakli pence yalamay1 ve PGE2 kaynakli
hiperaljeziyi inhibe etmistir.!!'® Noropatik agriya etkinligini incelemek amaciyla
aripiprazol kullandigimiz mevcut calismada da sonuglar literatiir ile uyumlu bulunmustur.

Analjeziyometre ile tedavi sonrasi 6l¢iimlerinde model 6l¢iimlerine kiyasla agri esiginde

anlamli artis izlenmis, LMA testlerinde aripiprazol ambulatuar hareketi anlaml 6l¢iide
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artirmistir (Sekil 4.5., Sekil 4.2.). Santral sensitizasyon iligkisini degerlendirmek igin
yapilan immunohistokimyasal boyamada, Medulla spinalis’te Sigma-1 ve p-ERK
diizeylerinde; M1 bdlgesinde ise NMDAR?2B ve p-ERK diizeylerinde kontrol grubuna
gore anlaml diisiis izlenmistir (Tablo 4.2., Tablo 4.3.). In-situ hibridizasyon ile tespit
edilen M1 de NMDARZ2B ve ERK diizeyinde baskilanma ve Medulla spinalis’te Sigma-
1 reseptorii ve ERK diizeyinde diisiis de immunohistokimyasal boyamanin sonuglarini
desteklemistir (Tablo 4.4., Tablo 4.5.). Belirteclerinin diizeyleri, aripiprazoliin santral
sensitizasyon mekanizmasini baskilanmasi araciligiyla etki ettigini kanitlar bigimdedir.

Inflamatuar mediyatdrler ile iliskili calismalara bakildiginda IFN-o aktive
mikroglia'dan NO ve TNF-o {iiretiminin, aripiprazol tarafindan 6nemli 6lciide inhibe
edildigi gdzlenmis; aripiprazol stimiilasyonu, IL-1B, IL-6 ve TNF-a'nin mRNA
seviyelerini azaltmigtir.9% 117- 118 Ngropatik agri modelinde ise Noronal nitrik oksit sentaz
(nNOS) asir1 ekspresyonunu ve Nuclear Factor kappa B (NF-kB) hiperaktivasyonunu
sinirlayarak vinkristin kaynakli noéropatiyi etkili bir sekilde onlemistir.'"” Ancak
literatiiriin aksine, yaptigimiz ELISA testlerinde inflamatuar belirte¢ diizeyleri kontrol
grubuyla ayni1 seviyelerde izlenmis, anlamli azalma ya da artig olusturmamustir.

Ketiapin, agn ile iliskili ¢alisilmalarda analjezik etkisi bircok kez gosterilen
antipsikotiklerdendir. Noropatik agrida calisilan tek antipsikotik olan ketiapinin agri
kesici mekanizmasina dair farkli hipotezler mevcuttur ancak santral sensitizasyon
iliskisiyle ilgili bir ¢calisma yapilmamistir. Ratlarda noropatik agri modelinde 10. giinden
sonra verilen ketiapin 1s1 hiperaljezisi ile mekanik ve soguk allodinisini énemli 6l¢iide
azaltmis, sinir hasarindan sonra uygulandiginda néropatik agrinin ekspresyonunu tersine
cevirebilecegi gozlenmistir.'> Bu ¢alisgmada o2-adrenoseptorlerin - antinosisepsiyon
tizerindeki rolii ile analjezik etki ettigi sonucuna varilmigtir.

Klinik ¢aligmalarda fibromiyalji tanili hasta grubunda 12 hafta siireyle uygulanan

46



tedavide hem agr1 diizeyinde hem de hayat kalitesinde Onemli iyilesme saglamis;
fibromiyaljide geriye doniik olarak yapilan bir diger klinik ¢aligmada pregabalinin
etkisini artirdigi gozlenmisgtir.!?!> 122 Pregabalin ile beraber verildiginde fibromiyalji
semptomlarini; 6zellikle uyku bozuklugu, yorgunluk, sabah katiligi ve zihinsel iyilik
halini 1iyilestirdigi, ancak agr1 kesici etkisi icin yeterli kanit olmadigi seklinde
yorumlanmigtir.'??> Fakat fibromiyalji patogenezinde santral sensitizasyonun rolii oldugu
bilindiginden bu ¢aligmadaki olumlu sonuglar ¢calismamiz agisindan da destekleyicidir.

Mevcut ¢alismada ketiapinin agr iizerine etkisi belirgin sekilde 6ne ¢ikmustir.
Analjeziyometre sonuglarina gore anlamli agri kesici etki yapan ketiapin, LMA testinde
sterotipik ve ambulatuar harekette ¢ok anlamli artis saglamis (p<0,001), dinlenme
siiresini anlamh Ol¢lide azatmistir (Sekil 4.5., Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3.). IHC
boyamada her iki bolgede p-ERK ve p-NMDAR2B diizeylerini diger etken maddelere
gore daha giiclii bir bigimde baskilarken Sigma-1 {izerine her iki bolgede de anlamli etkisi
olmamustir (Tablo 4.2., Tablo 4.3.). ISH ta ise IHC ile uyumlu oranda her iki bolgede
NMDAR2B ve ERK seviyesinde giiclii baskilanma gozlenmistir (Tablo 4.4., Tablo 4.5.).
Bu verilerle bakilarak agr1 kesici etkide santral sensitizasyon mekanizmalarinin araci
oldugu sonucuna varilabilir.

Biyokimyasal verilere iligkin literatiir tramasinda glial aktivasyon iizerine etkilerin
degerlendirildigi bir ¢aligmada ketiapin ve metaboliti hipokampusta artmis IL-10
ekspresyonu saglamis ve serum IL-10 diizeylerini arttirmustir.'?® Interferon-y ile
indiiklenen mikroglial aktivasyonda ketiapin aktive mikrogliadan NO iiretimini ve TNF-
a salmmmini 6nemli olgiide inhibe etmistir.'>* Sizofreni hastalarinda bakilan serum
diizeylerine iliskin c¢alismalarda ise ketiapinin pro-inflamatuar bir etkisi oldugu
goriilmiistiir. hastanede yatarak ketiapin tedavisi alan bir hasta grubunda serum IL-2 ve

IL-6 diizeylerinde yiikselisler goriilmiis, IL-10 diizeyi ise diismiistiir.'>> Mevcut ¢alisma
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verilerinde serum IL-6 diizeyini baskiladigi goriilse de diger parametrelerde sonug
inflamasyonu baskilayamadig1 yoniindedir ve hayvan deneylerinin aksine sonuglanmig
olsa da klinik ¢alismalarla ortiismektedir (Sekil 4.10.).

Klorpromazin, tipik antipsikotikler ila¢ kategorisinin bir iiyesidir ve diger
antipsikotilerde oldugu gibi cesitli agrili durumlarda kullanimina dair ¢aligmalar
yapilmigtir. Ornegin klorpromazin ile yapilan bir agri deneyinde tramadol ve
klorpromazinin analjezik olmayan dozlarda kombinasyonunun analjezik etki ettigi
sonucuna varilmistir.!?6 Ancak 6zellikle migrenin akut ataginda 1.V. tedavi segenegi
olabilecegine dair ¢aligmalar son donemde 6ne ¢ikmistir. Migrenin santral sensitizasyon
iliskisi oldugu bilindiginden, bu makaleler bizim arastirmamizi da destekleyicidir!?’
Yapilan bir klinik ¢alismada bir grup migren hastasinda klorpromazin bas agrist sikligin
azaltmigtir.!?® Bir diger klinik ¢aligmada akut migren ataginda ketorolak ile benzer etki
gostermis atagi basarili sekilde tedavi etmistir.!?® Tipik antipsikotiklerden olan
proklorperazin ile etkinliginin karsilagtirildig1 bir ¢alismada ise her iki etken maddenin
de acil serviste migren akut atag1 tedavisinde ayn1 oranda etkili oldugu bulunmustur. '3

Caligmamizda yapilan deneylerde noropatik agrili hayvanlarda klorpromazin
LMA olgiimlerinde ambulatuar hareketi artirmig ve dinlenme siiresini azaltmis,
analjeziyometrede ise agr1 duyarlilifinda anlamh diisiis saglamistir (Sekil 4.2., Sekil 4.3.,
Sekil 4.5.). ISH ta Medulla spinalis’te Sigma-1 reseptorii, NMDAR2B ve ERK
diizeylerini azalttig1 goriilmiis; M1 bolgesinde NMDAR2B ve ERK baskilamistir (Tablo
4.4., Tablo 4.5.). IHC de beynin M1 boélgesinde her {li¢ parametrede de anlamhi diisiis
saglayan klorpromazin, Medulla spinalis’te p-NMDAR2B ve p-ERK diizeylerinde
siddetli bir diisiis saglamistir (Tablo 4.2., Tablo 4.3.). Bu sonuglara dayanarak
klorpromazinin analjezik etkili oldugu ve bu etkinin santral sensitizasyon

mekanizmalariyla iliskili oldugu sdylenebilir. Migren ve noropatik agri gibi santral

48



sensitizasyon iligkili agrili diger durumlarda da tedavide kullanimi1 degerlendirilebilir.
Literatiirde yapilan hayvan doku ve hiicre kiiltiirii calismalar1 klorpromazinin anti-
inflamatuar etkili oldugunu gdstermistir. Yaptigimiz ¢alismada IL-6, IL-18 ve IL-10
diizeylerinde anlamli diislis saptanmistir. Sican glial ve mikroglial hiicrelerinin karigik
kiiltiirlerinde, bizim elde ettigimiz sonuglara paralel sekilde IL-1p ve IL-2 diizeylerinde
azalma oldugu bildirilmis; sizofreni veya mani tanili hasta gruplarinda klorpromazin
uygulanmasiin ardindan c¢alismamizdakine benzer sekilde IL-6 serum diizeylerinde
azalma izlenmistir (Sekil 4.10.).!3!- 132 Akut niiks durumundaki sizofreni tanili hastalarda
klorpromazin tedavisi dncesi ve sonrasinda serum inflamatuar belirteclerinin diizeyleri
karsilastirilmis ve IL-6 diizeylerinde anlamli diislis goriilmiis ancak TNF-a diizeylerinde
artis izlenmistir.!3* Mevcut calismadakinin aksine antipsikotiklerin pro ve anti-
inflamatuar etkilerini karsilastiran bir diger in-vitro ¢alismada ise klorpromazin kiiltiir
siipernatantlarinda IL-10 diizeylerini artirmis ve IL-10 mRNA ekspresyonunda bir artig
saglamustir (Sekil 4.9.).92 Klorpromazinin IL-10 serum diizeylerini degerlendiren bir
klinik ¢alisma ise yapilmamustir. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde klorpromazin
mevcut deneyde anti-inflamatuar etki yapiyor gibi goriinmektedir, fakat literatiirde yeterli
veri olmadigindan ve mevcut veriler celistiginden inflamasyondaki rolii iizerine daha

fazla ¢aligma yapilmasi gerektigi sonucuna varilmaistir.

49



6. SONUC VE ONERILER

Noropatik agrida antipsikotiklerin etkinligini degerlendirmek amaciyla yapilan bu
caligmada goriildii ki; literatlirde de desteklendigi gibi antipsikotiklerin analjezik etkileri
mevcuttur. Yan etki profili agisindan ¢ok giivenli olmasalar da ge¢misteki caligmalar
diistik dozlarmin agrida adjuvan olarak kullanildiginda bile etkili oldugunu gostermistir.
Agrida ¢ok kez ¢alisilmalarina ragmen antipsikotiklerin ndropatik agriya etkisi yeterince
incelenmemistir. Ge¢miste yapilan sinirlt sayida ¢alismada ise goriilen agr1 kesici etkinin
mekanizmasi, antipsikotiklerin etki ettigi reseptor gruplari tizerinden agiklanmigtir. Fakat
giiniimiizde noropatik agr1 tedavisinde tercih edilen trisiklik antidepresanlar, seratonin ve
ndradrenalin geri alim inhibitorleri gibi ilaglarin santral sensitizasyon mekanizmalari
iizerinden de etkili oldugu bilinmektedir. Santral etkili olan antipsikotik ila¢ grubunun,
santral sensitizasyon mekanizmalarina etkisine dair ise bir ¢aligma yapilmamistir.

Caligmamizda hem noropatik agrida yaygin kullanilan bes antipsikotigin agri
esigini azalttig1 gozlemlenmis hem de bu agri kesici etkide santral sensitizasyonda arttig1
bilinen belirteglerin diizeylerindeki degisikliklerin tespit edilmesi suretiyle santral
sensitizasyon aracilikli bir analjezik etki oldugu gosterilmistir.

Caligmamizda 6zellikle ketiapin ve klorpromazin alan gruplarda analjezik etkinin
daha belirgin oldugu ve santral sensitizasyon belirteclerindeki baskilanmanin daha
yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir.

Bu sonuglar gosterir ki, 6zellikle ketiapin ve klorpromazin olmak {izere her bes
etken madde de direngli néropatik agrinin da dahil oldugu santral sensitizasyon iligkili
klinik durumlarda etkinlik gosterebilir ve kullanimina dair daha fazla calisma

yapilmalidir.
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