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1. OZET

Plazma membrani elektriksel uyarilabilirligi ve uyarilabilirligin iyonik
esaslari, “uyarilabilir dokularin membran biyofizigi” olarak klasik biyofizik
konular1 arasinda yer almaktadir. Néronal membran uyarilabilirligi diizeyindeki
elektriksel aktivite degisikligine neden olan voltaj bagimli sodyum, potasyum ve
kalsiyum kanallarinin aktivite degisiklikleri, epilepsi ve agri dahil pek ¢ok
patofizyolojik durumun altinda yatan sebep olabilir. Bu iyon kanallarinin
biyofiziksel 0Ozelliklerinin anlasilmasi ve kimyasal ajanlarca aktivitelerinin
modifikasyonu antinosiseptif terapiyi de iceren durumlara karst terapotik
yaklagimlarin gelisimi agisindan son derece onemlidir. Levetirasetam (LEV, ucb
L059), epilepside ndbet olusumunu baskilayan {istiin bir farmakolojik profile
sahip bir antiepileptik ilagtir. Bu ¢alismanin amaci yeni bir antiepileptik ila¢ olan
LEV’1n olas1 analjezik etkisini, sican izole duyusal néronlarinda tiim hiicre patch
kenetleme elektrofizyolojisi ve in vivo olarak nosiseptif davranis hot plate testi
kullanarak incelemekti.

Dorsal kok gangliyonlar1 (DKG) 1-2 giinlik yeni dogan siganlarin
dekapitasyonundan sonra enzimatik ve mekanik islemlerle tek hiicrelere
ayrigtirlldi.  Patch  kenetleme tekniginin tiim hiicre diyaliz modunun
gerceklestirilmesinden sonra, akim kenetleme deneylerinde istirahat membran
potansiyeli kayit edildi. LEV’1n ( 30, 100 ve 300 uM) membran potansiyeli ve
aksiyon potansiyeli (AP) parametreleri (esik, pik amplitiidii, siire, ard
potansiyeller, AP ard potansiyelin % 63’line diisme zamani) ve pasif membran
ozellikleri {izerine etkisi incelendi. LEV bu parametreler tizerine etkisi doz

bagimliydi. 30 uM LEV’1n bu parametreler iizerine etkisi yokken, 100 ve 300 uM



LEV istirahat membran potansiyeli hiperpolarizasyonuna neden olarak ve AP
sonrast hiperpolarizasyon amplitiidiinde ve input rezistansinda 6nemli bir artis
meydana getirdi (n=7, p<0.05).

In vivo deneylerde hot plate analjezimetre kullanilarak nosiseptif davranis
latansindan agr1 esigi belirlendi. LEV (60, 300 ve 900 mg/kg) normal farelerde
agri esigini degistirmedi. Ancak diyabetik néropati olusturulan farelerde ¢ok daha
diisiikk dozlarinda LEV (20, 100 ve 200 mg/kg) agr1 esigini onemli Ol¢iide artirdi
(n=15, p<0.05).

Sonug olarak; in vitro deneylerde hiicresel biyofizik prosediirlerle elde
edilen sonuglar ve in vivo nosiseptif davranigsal test sonuglari uyumlu bir sekilde,
yeni bir antiepileptik ajan olan levetirasetamin, noropatik agri1 tedavisinde

terapdtik potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Hiicresel Elektrofizyoloji, Patch Kenetleme, Iyon

Kanallari, Levetirasetam, Aksiyon Potansiyeli, Uyarilabilirlik, Agr1



2. ABSTRACT

Electrical excitability of plasma membrane and ionic basis of excitability,
“membrane biophysics of excitable tissues”, are among to the topics of
classical biophysics. Altered electrical activity at the level of neuronal
membrane excitability involving voltage-dependent sodium, potassium and
calcium channels may be underlying cause in variety of pathophysiological
conditions including epilepsy and pain. Understanding and modification of the
biophysical properties of these ion channels by chemical agents is of importance
with respect to development of therapeutic approach against these conditions
including anti-nociceptive therapy. Levetiracetam (LEV, ucb L059; CE8H14N202)
is a antiepileptic drug with a unique pharmacologic profile, seizure suppression in
epilepsy. The aim of this study was to investigate the possible analgesic actions of
the novel antiepileptic agent LEV in isolated sensory neurones using whole cell
patch-clamp electrophysiology and in vivo by nociceptive behavioral “Hot-plate
test”.

Dorsal root ganglia (DRG) were removed from 1-2 day old neonatal rats
after decapitation and DRG neurones were isolated by enzymatic and mechanical
procedures. In current clamp experiments, after establishing whole-cell mode of
the patch clamp technique, resting membrane potentials were recorded. Effects of
LEV (30, 100 and 300 uM) on membrane potential and action potential (AP)
parameters (thresholds, peak amplitude, duration, after potentials, decay time) and
passive membrane properties (input rezistance) were investigated. The effects of

LEV on these parameters was dose dependent; 30 uM LEV had no significant



effect on either parameter while 100 and 300 uM LEV caused hyperpolarization
of the resting membrane potential, and caused a significant increase in mean
amplitude of AP after hyperpolarisations and input rezistance (n=7, P<0.05).

In in vivo experiments, hot plate analgesimeter was used to determine pain
threshold from latency of the nociceptive behavior. LEV (60, 300 and 900 mg/kg)
had no significant effect on the pain threshold in normal mouse (n=8, P>0.05).
But, much lower doses of LEV (20, 100 and 200 mg/kg) significantly increased
the pain threshold when diabetic neuropathy was induced (n=15, P<0.05).

In conclusion; results obtained by cellular biophysical procedures in in
vitro experiments and in vivo behavioral tests with agreement suggest that the
novel antiepileptic agent LEV may possess a therapeutic potential for the

treatment of neuropathic pain.

Key words: Cellular Electrophysiology, Patch Clamp, Ion Channels,

Levetiracetam, Action Potential, Excitability, Pain.



3. GIRIS

Organizmadaki biitlin hiicrelerde membranin iki tarafi arasinda bir
elektriksel potansiyel mevcuttur. Sinir ve kas hiicreleri gibi bazi hiicreler;
“uyarilabilir” yani membranlarinda elektrokimyasal impulslar olusturarak bazi
hallerde bu impulslar yardimiyla membran boyunca sinyalleri iletebilirler. Hiicre
dinlenim halinde iken, hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamlar arasinda varolan potansiyel
farkinin en 6nemli nedeni, hiicre zarmm Na*, K™, Cl' ve Ca* iyonlarma gosterdigi
secici gecirgenliktir. Bunun sonucunda bu iyonlar zarin iki tarafinda farkli
konsantrasyonlarda bulunurlar. 1791 yilinda Luigi Galvani’nin kurbagalarda
yaptig1 deneylerde tanik oldugu elektriksel olaylarin temelinde de bu potansiyel
fark yatar. Galvani’nin “hayvansal elektrik” admi verdigi biyoelektrik
potansiyellerle ilgili ¢alismalar, daha sonra Hodgkin ve Huxley’in miirekkep
baligi dev aksonunda yaptig1 calismalarla, uyarilabilir hiicrelerdeki elektriksel
fenomenlerin anlasilmasin1 ve elektrofizyoloji alaninda bir cigir acan patch
kenetleme tekniginin gelismesine temel basamak teskil etmistir (87, 101, 112,
186).

Gliniimiizde laboratuarlarda kullanilan teknikler iyon gegisleri ve
mekanizmalar1 hakkinda detayli bilgi vermektedir. Bu ¢alismada kullanilan patch
kenetleme teknigi iyon akiminin elektriksel olarak Olgiilebilmesi, aksiyon
potansiyeli (AP) kaydi ve Dbenzeri birgok elektrofizyolojik olaylarin
belirlenmesiyle birlikte, iyonlarin rol aldigi patofizyolojik stireglerin ortaya

konarak tedavi hedeflerinin saptanmasinda 6nemli ilerlemeler saglamistir.



3.1. Noronlarda istirahat Membran Potansiyeli

Canlilarda hiicre dinlenim halinde iken, hiicre i¢i ve hiicre dig1 arasinda
varolan potansiyel “istirahat membran potansiyeli” (IMP) olarak ifade edilir.
Hiicre zarmm Na®, K*, CI" ve Ca™a ne derece gegirgen oldugunu belirleyen
"permeabilite" terimi, her bir iyonun konsantrasyon gradyentlerinin, denge
halinde ortaya ¢ikacak potansiyel farkina ne kadar katkida bulunacagini tayin
eder. Istirahat halinde K™ un hiicre zarindan, Na" gére 50-100 kat daha kolay
gecebildigi bilinmektedir. K™ konsantrasyonu hiicre iginde yiiksek, hiicre disinda
ise diisiik konsantrasyondayken, Na”, Cl" ve Ca™ konsantrasyonlar1 ise K un tam
aksine hiicre i¢inde diisik konsantrasyona, hiicre disinda ise yiiksek
konsantrasyona sahiptir. Hiicrenin sahip oldugu IMP, K" denge potansiyeline ¢ok
yakindir. Nernst iyon dengesi olarak ifade edilen, bir iyonun elektriksel olarak
denge durumuna gelmesi ve net difizyonu onleyecek olan potansiyel, membranin
iki tarafindaki iyonlarin konsantrasyonuyla tayin edilir.

Membrandan karsilikli gegen iyonlarin her birinin konsantrasyon
gradyenti, membran potansiyeli voltajinin hesaplanmasina yardim eder. Voltajin
saptanmasinda her bir iyonun O6nemi, o iyona karsi membran gegcirgenligi ile
dogru orantihidir. Boylece eger membran K', Cl' ve Ca™ iyonlarma gegirgen
degilse, sadece Na'" konsantrasyon gradyenti membran potansiyelini belirler ve
sonugcta gelisen potansiyel, Na' i¢in Nernst potansiyeline esit olur. Ayni ilke diger

iyonlar i¢cin de gegerlidir.



3.2. Néronlarda lyon Homeostazisi

Membranin her iki tarafinda bulunan iyonlar pek ¢ok hiicresel fizyolojik
aktivitenin diizenlenmesinde anahtar rol oynar. Noronal uyarilabilme, sinaptik
plastisite, hiicre i¢i pH, hiicre hacmi, sinir eksitabilitesi, IMP’nin belirlenmesi ve
diizenlenmesi, hiicresel gelisme, baskalasma, biliylime, dollenme, hiicre
boliinmesi, kas kasilmasi, ndrotransmitter saliverilmesi, gen ekspresyonu, duyusal
transdiiksiyon, sekresyon, hiicre 6liimii bunlardan sadece birkagidir (14, 36, 114,
172, 206, 239).

Hiicre i¢i iyon diizeyi; mitokondri, endoplazmik retikulum (genis anlamda
hiicre i¢i depolar), iyon baglayict proteinler ve membranda yer alan aktif
pompalarin belli bir diizen i¢inde ¢alismalarini igeren kompleks bir homeostazis
mekanizmasi ile kontrol edilmektedir (2, 67, 88, 98).

Hiicrede meydana gelen iyon degisikligi voltaj veya ligand bagimli iyon
kanallar1 araciligiyla ya da hiicre i¢i depolardan iyon saliverilmesi ile gergeklesir.
Degisen iyon konsantrasyonu, primer aktif transport olarak ifade edilen direk
olarak ATP’den enerji kaynagi olarak yararlanan Na'-K" pompasi, fosforilasyonla
ATP’den indirek olarak faydalanan Na'-Ca™ Na'-H' degis tokus pompasi gibi
pompalarla veya Na'-K"-2CI" iyonun birlikte hiicre i¢ine tasinimi ile saglanr (28,
67, 166). Ayn1 zamanda membranin bir yamina Ca*™ ya da Na', diger yanina Mg™
ya da K tastyarak katyon degisimi ve membranm bir yanina Cl” diger yanima
HCOs5 ya da SOj4 tasiyarak anyon degisimi saglayan zit tasinma mekanizmalari
da bulunmaktadir. Bu taginma mekanizmalar1 hiicrenin fonksiyonlarini
siirdiirebilmesi ve canliligm devam i¢in ¢ok 6nemlidir (67). Ozellikle viicuttaki

biitiin hiicrelerde bulunan Na™-K" pompast, hiicre hacminin kontroliinde ve sinyal



iletimi i¢in hiicrenin hazir hale gelmesinde rol oynar (98). Elektrojenik o6zellige
sahip olan bu pompanin ¢alisma diizeni soyledir: Tasiyic1 proteine ii¢ Na'
baglandigt zaman ATP’az fonksiyonu aktifleserek ATP’t ADP ve P’a
ayristirmakta, bu parcalanmadan dogan yiiksek enerji ise iki K™ un tasiyict
proteine baglanarak hiicre icine tasinmasini saglamaktadir. Ayn1 zamanda Na™-K"
ATP’az aktivitesinin dorsal kok gangliyonu (DKG) néronlarinin aksonlarinda ve
optik sinir aksonlarinda aktivite bagimli hiperpolarizasyona katkida bulunur. Na'-
K" ATP’az aktivitesi tek bir AP’i takiben dahi, hiperpolarize edici etkiye sahiptir
(200).

Noronal hiicre membranlarindaki ¢esitli voltaj ve ligand kapili iyon
kanallarimin tipi ve lokalizasyonu, bir néronun elektriksel davranigini
belirlemektedir. Iyon kanallaridan iyon gegisi, tastyicilar veya pompalarla
yapilan iyon akisindan yaklasik olarak 10° kat daha hizlidir. Dolayisiyla es
zamanl1 olarak iyon kanallar1 veya pompalar aktive olsalar dahi muhtemelen akis

oran1 iyon kanallarina gore yaklasik olarak 10°-10°kat daha diisiik olacaktir (16).

3.3. Membran iyon Kanallar

Hiicre zarlarindaki iyon kanallar1 iyon secici molekiiler gozeneklerdir
(108, 110, 222). Kanalin yapisint meydana getiren integral proteinler, i¢ ¢eperi
polar grup ve yikli gruplarca kaplanmis, i¢i su dolu gozenekler
olusturmaktadirlar. Bu gozenekler genellikle bir iyondan daha genistir. Ancak
siirli bir bolgesinde atomik boyutlara kadar daralmakta, bu dar bolge iyon segici

bir filtre olarak davranmaktadir (238).



Iyon kanallar1 agik ve kapali olarak iki farkli konformasyona sahiptir.
Kapinin acilip kapanmasi i¢in gerekli konformasyon degisiklikleri, yiiklii veya
dipolar yapidaki bir voltaj sensoriinii etkileyen elektriksel kuvvetlerle, veya
norotransmitter molekiillerinin baglanmasindan kaynaklanan kimyasal kuvvetlerle
yonetilirler. Bu kontrole gore de kanallar, voltaj bagimli veya ligand bagimli
olarak adlandirilirlar. Bundan yaklasik 30 yil dnce birkag tane farkli iyon kanali
bilinirken, bugiin molekiiler biyoloji, farmakoloji ve biyofizik alanindaki
gelismelerle iyon kanallar1 ve alt tipleri hakkinda yapilan ¢alismalar ¢ok sayida
iyon kanali ve bu kanallarin alt tipinin oldugunu ortaya koymustur (183). Soyle ki;
sadece voltaj kapili kalsiyum kanali (VKKK) alt iinitesi olan al alt biriminin en
az 10 alt tipinin oldugu bilinmektedir (43).

Molekiil agirliklart 25000-250000 arasinda degisen kanal proteinlerinin
incelenmesinde kristallesmeye yatkin olmadiklarindan X 1511 yontemi pek
kullanilmamaktadir. Bu ¢alismada da kullanilan patch kenetleme yontemi iyon
kanallarimin elektrofizyolojik ve farmakolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde
kullanilan en 6nemli inceleme yontemleri arasinda yer almaktadir (108, 110, 222).

Patch kenetleme yoOntemi ile iyon kanallarinin elektrofizyolojik ve
farmakolojik oOzellikleri ve fonksiyonlar1 belirlenebilmekte, AP ve iyon kanal
akimi kayitlar1 da yapilabilmektedir. Patch kenetleme deneyleri ile akim
kenetleme kayit formunda AP’ni takip eden ard potansiyeller belirlenebilmektedir
(19, 52, 62).

Uyarilabilir hiicrelerde bulunan en énemli iyon kanallar1 Na", K*, CI" ve
Ca"kanallaridir. Bir zarda ayni tiir iyonu gegiren farkli 6zelliklerde iyon kanallari

bulunabilmektedir. Bir néronun degisik bolgelerindeki kanal dagiliminin farklilik



gostermesi,  fonksiyon  yOniinden  farkli  islevlere sahip  oldugunu
diisiindiirmektedir. Ornegin, Ca™ kanallar1 sinir uclarinda ¢ok yogundur ve bu
kanallardan hiicre icine Ca™ girisi ile transmitter salnimi saglanir. Asagida Na',
K', CI' ve Ca™ iyon kanallarimin ¢ok genel biyofiziksel, farmakolojik ve

molekiiler 6zellikleri verilmistir.

3.3.1 Voltaj Kapih Sodyum Kanallar

Voltaj kapili sodyum kanallari1 (VKSK), AP’nin depolarizasyon
sathasindan sorumludur. Ayn1 zamanda membran kapasitans ve direncini de
kompanze etmektedir. Farmakolojik ve biyofiziksel ozelliklerine gére Na'
kanallari; hizh, tetrodotoksin (TTX)’e duyarli Na™ kanallar1 ve yavas, TTX e
direngli Na' kanallart olmak iizere iki smifa ayrilir. Molekiiler olarak
incelendiginde 260 kD agirliga sahip olan a (ot;9) alt birimleri ve 33-36 kD
agirhiga sahip olan B (B1.3) alt birimleri bulunmaktadir. TTX direngli Na" kanal
akimlar1 DKG noéronlarinda AP’nin hizli depolarizasyon sathasina 6nemli katkis1
bulunmazken, esik stimulasyona cevap ve IMP modulasyonuna etkisi bulundugu
bildirilmistir (109). VKSK normal fizyolojik sartlarda eksitator sinaptik iletime
neden olurken, bu kanallarin asir1 uyarilmasi néronal hasara yol agabilir (48). Bu
nedenle bu kanal antagonistlerinin; bazi kronik agri durumunun tedavisinde,
antiepileptik 6zellikler veya iskemi sonrasi olusan noronal hasarin 6nlenmesinde
yararlt olabilecegi bildirilmistir (23, 235, 236, 247). Soyle ki; DKG ndronlarinda
aksonal hasar1 takiben spontan aktivitede ve uyarilabilirlikte artma, Na'
kanallariin akiimiilasyonunda ve membran yogunlugundaki artisla meydana gelir

(58). Zira Na" kanallarmin en az 3 o alt birimi ve B (B;.3) alt biriminin tamanm
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DKG hiicrelerinde belirlenmistir (25, 51). Bilindigi gibi lokal anestezikler bu
kanallar tlizerine etkilidir. Cok sayida nosiseptif, antiaritmik, noroprotektif ve
antikolvulzan ajana ilaveten lokal anestezik kullaniminin bu kanallar1 (6zellikle o

alt birimini) bloke ettigi bulunmustur (60).

3.3.2. Proton Kapih Iyon Kanallari

Mekanosensor dejenere/epitel Na™ kanal ailesine ait bir protein oldugu
sanilan proton kapili iyon kanallar1 (PKIK) yapisal olarak tekrarlayan 2 tane i¢
bilesenden olusur. Bu kanallar ekstraselliiler pH seviyesindeki degisikliklerle
(pH=7.4 ile 4) acilip kapanmaktadirlar (253, 254).

Bunlarin  ¢ogu alt biriminin DKG hiicrelerinde eksprese oldugu
bilinmektedir (6zellikle de aside duyarli iyon kanallar1 1b (ADIK) ve ADIK-3).
PKIK’nmn alt birimleri sunlardir: Dorsal kok aside duyarli iyon kanallari
(DKADIK), memelilerde dejenere olmus Na" kanal homologu olan ADIK-2 ve
ADIK-4"diir (3, 89, 144, 255).

ADIK-3 miyelinsiz kii¢iik capli peptiderjik nosiseptérler ve biiyiik ¢apl
mekonoreseptdrlerin yan1 sira duyusal sinir terminallerinde ve serbest sinir
uglarinda da bulunmaktadir. Diisitk pH degerinde Na* ve Ca™ iyonlarma da agilan
bu kanallar ¢ok hizli bir sekilde inaktive olurlar. Deriye dokunusgla stimule olan
asit ve yiiksek duyarlilikli agr1 sinyallerinin tonik inhibisyonunda rol oynarlar.
ADIK-3"{i mutasyona ugratilnus farelerde c¢ok ciddi zedelenmelerde meydana
gelen agr1 duyarliliginda degisme, cok yavas bir dokunusa bile asir1 hassasiyet ve
siddetli nosiseptif stimulasyona karst davranigsal cevapta artis meydana

gelmektedir (144). Tiyli folikiillerin sinir sonlarinda ve DKG néronlarinda yer
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alan ADIK-2 eksikligi olan farelerde ise; yavas ve hizli adapte olan
mekanoreseptorlerin duyarliliginda azalma meydana gelmistir. Bir diger alt birimi
hipofiz ve beyinden eksprese olan ADIK-4diir (131, 255).

ADIK molekiiler olarak incelendiginde iki alt tipi bulunmaktadir. Birincisi
beyinden exprese olan a alt birimi, ikincisi ise sadece duyusal néronlardan salinan
B alt tipidir. Ekstraselliiler asidifikasyonla ¢ok hizli sekilde aktive olan bu kanallar
amilorid tarafindan bloklanmaktadir. fyon gegirgenligi sirasiyla Na™>Ca™> K*

seklindedir (253, 254).

3.3.3. Voltaj Kapili Potasyum Kanallar

IMP olusumundan ve AP’nin repolarizasyon sathasindan sorumlu olan
voltaj kapili potasyum kanallar1 (VKPK), genel olarak IMP, AP ve postsinaptik
potansiyele etki ederek ndronal uyarilabilirligi diizenler. Ayrica VKPK, AP’nin
frekansini ve keskinligini de kontrol eder. Presinaptik VKPK beyinin tamamindan
hem ekstitator hem de inhibatér norotransmitter salinimini diizenler. VKPK
yapisinda 6 tane transmembran bolge icerir. Bunlardan S4 bolgesi pozitif
yiklidir ve kanalin voltaj sensorliniin bir boliimiini olusturur. S5 ve S6
arasindaki iki ilave bilesen kanalin gézenek bolgesini olusturur (135, 149, 178).

Molekiiler olarak incelendiginde o4 (125) ve By (77), alt birimleri
bulunan VKPK alt tiplerinin ile ilgili calismalar VKPK n1 gecikmis-dogrultucu K
kanallar1, igeri yonelik K kanallar1, hizli gegici A tipi VKPK ve yavas aktive olan
VKPK seklinde smiflandirilnustir. Ayni zamanda Ca™, ATP veya serotonin

tarafindan kap1 kontrolii yapilan ligand kapili K* kanallar1 ve bunlara ilaveten Na"
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bagimli K" kanallar1 ve hiicre hacmine duyarli K™ kanallar1 da bulunmaktadir (27,
34, 81).

K" kanal alt tiplerinin farmakolojik ajanlara kars1 duyarhliklar1 diger tiim
iyon kanallar1 alt tiplerinde oldugu gibi biiyiik dlclide birbirlerinden farklidir.
Ornegin; gecikmis-dogrultucu potasyum kanal blokérleri; 4-aminopiridin,
dendrotoksin, fensiklidin, falloidin, 9-aminoakridin, margatoksin, imperator
toksin ve karbodotoksin iken (195, 226), iceri yonelik K’ kanallarinin
bloklanmasini spesifik blokerleri LY97241, Gabon engerek zehiri, Sr+2, Ba ve
Cs™ saglamaktadir (91, 150). Ca™ bagimli K kanallarmin bloklanamasini ise
iberiotoksin,  tubokurarin,  karibdotoksin, = noksiustoksin, = penitrem-A,
tetractilamonyum (TEA), apamin, leiurotoksinl, setiedil, trifloroperazin ve
haloperidol neden olur. Ayni zamanda bu kanalin acgicilart arasinda NS004,
NS1619, DHS-1 yer almaktadir (35). Bunlara ilaveten Na" bagimli K* kanallarim
Mg™, Ba™, hiicre hacminin artisiyla aktive olan hiicre hacmine duyarli K
kanallarini, kinidin, lidokain, setiedil, ATP duyarh K’ kanallarin1 ise
glibenklamid, tolbutamid, fentolamin, siklazindol ve lidokain bloklar. ATP
duyarli K™ kanal acicilar1 ise levkromakalim, diazoksid, aprikalim ve pinasilildir

(81, 153).

3.3.4. Klor Kanallar

Sinir terminallerinde Cl” kanallarimin presinaptik inhibisyonu diizenledigi
bilinmektedir (68). Bu kanallarin agilmasi toplam membran iletkenliginin
artmasina neden olur. Bu durum depolarizasyon iireten iceriye dogru akimlarin

azalmasina yol acar (208). Uyarilabilir ve uyarilamaz hiicrelerde siklik AMP
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(sAMP) bagimli, voltaj bagimli ve Ca™ bagimli olmak tizere pek ¢ok farkli tip CI°
kanallarmin oldugu tespit edilmistir (246). Cesitli sinir dokularinin hiicre
membran ylizeyinde {i¢ farkl tipte CI” kanali bulunmustur. GABA ve glisin kapili
CI kanallar ile birlestirilmis ligand kapili CI” kanallar1 (120), voltaj bagimli CI'
kanallar1 (72), Ca™ bagimli veya Ca™ la aktive olan CI” kanallaridir (216). Klor
kanallar1 i¢in yiiksek affiniteli ve selektif antagonist malesef ¢cok azdir. Mevcut
ajanlarin ¢ogu diger katyon kanallarini da etkilediginden selektif degildir. Bilinen
en selektif ve giiclii antgonistler arasinda niflumik asit, poliamin 6riimcek toksini
olan argiotoksin-636 ve akrep venomunda izole edilen klorotoksin yer almaktadir

(53, 56, 75).

3.3.5. Voltaj-Kapih Kalsiyum Kanallar

VKKK néronlarda hiicre i¢ine Ca™ girisinin temel diizenleyicisidir.
VKKK, Ca™ girisiyle norotransmitter salmimi, gen ekspiresyonu, mRNA
stabilitesi ve noronal uyarilabilirlik gibi birgok Ca™ bagimli fonksiyonu kontrol
etmektedir. Hiicre i¢ine olan asir1 Ca™ akis1 ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu
[Ca®"]; un asir1 artist, ndronal hasara yol agarak pek ¢ok nérodejeneratif hastaligin

patogenezinde rol oynar (172). [Ca™"};

diizeyindeki artiglar ya voltaj ya da ligand
bagimhi Ca™ kanallar1 araciligi ile hiicre disindan Ca™ girisi ya da hiicre ici
depolardan (inozitol 1,4,5 trifosfat (IP3) ve riyanodin reseptorii/kalsiyum (RyR)
saliverilme kanal1) Ca™ saliverilmesi ile gerceklesir.

Ca™ kanal blokerlerinin kullamldig1 bir ¢ok ¢alisma, bu maddelerin, agr

ve degisik epilepsi modelleri ile birlikte penisilin kaynakli hiperaktivitede de

Onleyici bir etki yaptiklarini ortaya koymaktadir (139).
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Fizyoloji, farmakoloji ve molekiiler biyoloji ¢alismalart VKKK nin ¢esitli
alt tiplerinin oldugunu ortaya koymustur. Noronal VKKK molekiiler olarak;
heteromerik komplekse sahip 3 veya 4 alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar; a;, a25, 3
ve muhtemelen y alt birimleridir (43). o alt birimi voltaj saptayiciligi ve Ca™’a
gecirgen gozenekleriyle Ca™ akisinin kontroliinii yapar (173). Bu alt birim aym
zamanda kritik voltaj duyarliligina da sahiptir. Bu da ¢ogu farmakolojik ajan i¢in
etkilesim alaninda, membran depolarizasyonu ile aktivasyonu miimkiin kilar.

Vuciittaki bir ¢cok organda, farkli alt tipleri bulunmaktadir. Tablo 1’de noéronal

VKKK’nin o alt birimine gore siiflandirilmast ve bulundugu bolgeler

goriilmektedir.
o Alt Biyofiziksel veya
Aktivasyon Bloklayan Ajan
Birimine . Farmokolojik Bulundugu Bélge
Ozelligi
Gore tamimlama
beyin, motor W-Agatoksin-
Qia YVA PveQ noronlar, bobrek IV-A
merkezi ve periferik | W-Conotoksin-
s YVA N sinir sistemi GVI-A
kalp, fibroblastlar,
e YVA L akcigerler ve diiz Dihidropiridin
kaslar
beyin pankreas,
aip YVA L néroendokrin sistem Dihidropiridin
hiicreleri
OLiE YVA R beyin ve kalp SNX-482
oip YVA L veya ??? retinada
oG DVA T Beyin ve kalp
iskelet kaslarindaki
oLy, Ol DVA T L tipi DHP
reseptorlerinde
olig DVA L iskelet kas1 Dihidropiridin

Tablo 3.1: Noronal VKKK 'min «; alt birimine gore siniflandirmasi (Kaynak 49’dan

degistirilerek alinmistir) YVA: Yiiksek Voltajla Aktive; DVA: Diisiik Voltajla Aktive
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3.3.5.1. Kalsiyum Kanal Tipleri

Kalsiyumun  hiicresel rollerinin  farkliligi  biitin ~ bu  hiicresel
mekanizmalardan sorumlu Ca™ kanallarmin 6zelliklerinin  belirlenmesinde
dikkatleri yogunlastirmis ve bu calismada kullanilan sigan DKG hiicrelerinin de
dahil oldugu pek ¢ok uyarilabilir hiicrede kinetik, farmakolojik ve molekiiler
esaslar yoniinden L, T, N, P, Q ve R tipi olmak iizere en az 6 farkli VKKK tespit
edilmistir (167, 243).

Cesitli akrep ve yilanlardan izole edilen poliamin toksinler kullanilarak
sican DKG néronlarinda Ca™ kanallarmin farmakolojisi arastirilmaya devam

etmekte ve spesifik yeni ajanlarin kesif ¢abalar1 stirmektedir (215, 218).

3.3.5.1.1. L tipi kalsiyum kanallar:

DKG hiicrelerinde ilk kesfedilen Ca™ kanalidir. Yiiksek voltajla aktive
olur, depolarizasyonla inaktivasyonu ¢ok azdir. Iletkenligi oldukca yiiksektir (25
pS) (85, 86). Alt birimleri ajc, aip, oF veya ds, 020, Psa seklindedir (9, 184).
Dihidropiridin (DHP) agonist ve antagonistlerine duyarhidirlar. Ayrica
fenilalkilaminler (verapamil), benzotiyazepinler (diltiazem) ve kalsiseptin ile
bloklanirlar. Bulundugu yerler iskelet kas1 (ais), beyin (sinir hiicresi gévdesi ve
proksimal dendritler; aip), kalp kas1 (ouic), ndroendokrin hiicreler (op) ve retina

(aur)’dir. Kastaki genel islevleri, uyarilma kasilma fonksiyonudur (47).

3.3.5.1.2. N tipi kalsiyum kanallar

Giiclii depolarizasyonla aktive olup, yavas inaktive olurlar. Iletkenligi 10-

18 pS arasindadir. a1, oy, ve B alt birimlerinden olusurlar. w-konotoksin GVIA
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ve MVIIA ile sec¢imli olarak baskilanirlar (211). DHP'lere duyarsizdirlar.
Noronlarda presinaptik olarak bulunurlar. y alt birimi igermezler ve 100 kD'luk bir
alt birimleri vardir. Bu kanallar presinaptik sinir terminallerinden transmitter
salinmas1 islevini yiriitiirler (171). Protein kinaz C (PKC), Ca™ kanal
aktivitesinin modulasyonunu N tipi kalsiyum kanallar1 iizerinden saglar (157,
171).

3.3.5.1.3. P tipi kalsiyum kanallar

[k defa purkinje hiicrelerinde kesfedilen P tipi kalsiyum kanallar1, oa,
a0 ve Paa alt birimlerinden olusurlar. Giiglii depolarizasyonla aktive olup, yavas
inaktive olurlar. Iletkenlikleri 13-20 pS araligindadir. w-agotoksin IVA, tiinel-agl
oriimcek venomu ve w-konotoksin MVIIC ile se¢imli olarak baskilanirlar. DHP
ve o-konotoksin GVIA'ya karsi duyarsizdirlar. Noronlarda presinaptik zarda,
Purkinje hiicrelerinde yiiksek o alt birim derisimiyle ve sinir-kas kavsaginda

bulunurlar. Transmitter salinimindan sorumludurlar (171, 240).

3.3.5.1.4. Q tipi kalsiyum kanallar:

O1a, 020 ve Paa alt birimlerinden olusurlar. Giiglii depolarizasyonla aktive
olup, yavas inaktive olurlar. m-konotoksin MVIIC'ye, P tipi kanallardan daha
duyarhdirlar. Su anda bilinen secici blokorleri yoktur. Beyincik graniiler
hiicrelerinde ve hipokampus piramidal hiicrelerinde bulunurlar ve transmitter

salgilanmasinda gorevlidirler (10, 171).
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3.3.5.1.5. R tipi kalsiyum kanallar1

g, 020 ve PBip alt birimlerinden olusurlar. Yapilan ilk ¢aligmalarda
rezistan olarak tamimlanan R tipi Ca™ kanallari, yiiksek esige sahip oldugundan
giiglii depolarizasyonla aktive olurlar. Inaktivasyonlar1 voltaj bagimhdir. Segici
blokdrii, Afrika tarantulasi'ndan (hysterocrates gigas) elde edilen SNX-482
peptididir (10, 193, 240, 259). R tipi Ca™ kanallar1 transmitter salgilanmasinda
gorevlidirler ve hipokampal néronlarin ateslemesine ve depolarize edici ard

potansiyeline katkida bulunurlar (55, 170).

3.3.5.1.6. T tipi kalsiyum kanallar:

Zar dinlenim potansiyeline yakin depolarizasyonlarla aktive olan diisiik
esikli kanallardir. Hizl1 bir bicimde inaktive olurlar. Tekrar aktive olmalari i¢in
giiglii depolarizasyona ihtiyag duyarlar. iletkenligi diisiiktiir (yaklasik 8pS) (85,
86), a.ig (beyinde), o (bobrek, karaciger kardiyak néronlarda) ve o (beyinde)
alt birimlerinden olugurlar. Nikel iyonlari, mibefradil ve kurtoksin (bir Gliney
Afrika akrebi olan parabuthus transvaaliclfs' dan elde edilen bir peptid) tarafindan
inaktive edilirler. DHP’e baglanmazlar. islevi tam olarak bilinmemekle beraber,
kalp kasi ve noronlarda ritmik aksiyon (pacemaker) potansiyellerinin olusumunda
ve intraselliler Ca™ konsantrasyonun diizenlenmesinde gorev aldiklar1 kabul
edilmektedir (171). Ayn1 zamanda GABA-B reseptor araciligiyla diken ve dalga

desarjlarinin iiretiminde gorev almaktadirlar (9).
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3.3.5.2. Kalsiyum Kanal Alt Tiplerinin Molekiiler Esaslari

VKKK iskelet kaslari, kalp ve cesitli ndronlardan piirifiye edilerek
klonlanmigtir. Bu kanallarin a; esas protein alt yapist ile a5, B ve y gibi yardimei
alt tinitelerin meydana getirdigi heterotrimerik komplekslerden olustugu tespit
edilmigtir. Glinlimiize kadar a; esas alt linitesinin de 10 farkli alt tipini kodlayan
genler tespit edilmistir (43). Hem yiiksek voltajla aktive olan Ca™ kanallarinda
(YVAKK, veya L-tipi) hem de diisiik voltajla aktive olan Ca™ kanallarinda
(DVAKK, T-tipi) molekiiler bakimdan esas olan o alt {initesi kalsiyum selektif
delik olusturma, voltaj sensorlii ve farmakolojik O6zellik bakimindan tam bir
fonksiyonel kanal olusturma kapasitesindedir ve kanalin bu o6zelliklerini
belirleyen alt iinitedir (173). o alt tinitesinin 6zelliklerine gore voltaj bagimli Ca™
kanallarinin siniflandirilmasi tablo-3.1’de sunulmustur. Bugiin bilinen biitiin
VKKK lar1 molekiiler olarak klonlanmus ve fonksiyonel farkli Ca™ kanallarinin
a; alt initesinden kaynaklandigi ortaya konmustur (173). axd, f ve y alt
{initelerinin ise o alt iinitesinden Ca" gegisini modiile ettikleri samlmaktadir. p
alt lnitesinin o; alt iinitesinden gegen Ca™ akiminm amplitiidiinii normalize
ettigi, ayrica bu akimlarin voltaj bagimliligini, aktivasyon ve inaktivasyon
kinetigini belirledigi bilinmektedir. B alt tinitesinin farkli tip Ca™ kanallarmimn
sitoplazmik kisimlari ile degisik baglantilara sahip oldugu tespit edilmistir. o0
alt tinitesi de VKKK nin fonksiyonlarini belirlemede 6nemlidir (38, 39).

Kalp, pankreas, beyin, iskelet kasi ve ¢esitli néronlardan Ca*™ kanallarmimn
alt linitelerinin klonlanma ve her bir {initenin fonksiyonel 6neminin belirlenme
caligmalar1 devam etmektedir (127).

3.4. Membran Uyarilabilirligi ve Aksiyon Potansiyeli
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Depolarizasyonla aktive olan i¢e yonelik bir akim AP olusturabilir. Klasik
olarak bu durumdan normal fizyolojik sartlarda VKSK sorumludur. Ca*" kanal
aktivasyonu da ige yonelik akim olusturur. Ca™ kanallarmm aktivasyonu
rejeneratif AP olusumuna katkida bulunur (5, 48).

VKSK’nin aktivasyonu ile baglatilan bir AP esnasinda VKKK agilarak bu
AP’nin siiresini 6nemli Ol¢lide uzatabilir. Kardiyak hiicrelerde ¢ok belirgin olan
bu durum noéronlarda da meydana gelmektedir. Bazi duyusal noronlarda AP
siiresindeki uzama TTX direngli Na’ kanalimin aktivasyonu sonucu ortaya
¢ikmaktadir (212).

AP tepe noktasina ulasinca Na' kanallar1 kendiliginden kapanmakta yani
inaktive olmaktadir. Bu esnada tipki Na' kanallar1 gibi depolarizasyonla aktive
olan K’ kanallar1 acilmakta ve AP inen safhasi yani repolarizasyon evresini
meydana getirmektedir.

DKG noronlarinda aksonal hasar1 takiben spontan aktivitede ve
uyarilabilirlikte artma; Na’ kanallariin akiimiilasyonunda ve membran
yogunlugunda artigla meydana gelirken, VKPK akimlari, DKG ndronlarinda
periferal aksonal hasari1 takiben azalmaktadir (58, 60). Bu etkinin nedeni, AP
stiresi ve AP sonrasi olusan hiperpolarize edici ard potansiyel siiresinin
degismesidir (1,76, 143). Siyatik sinir boliinmesi ardindan kiiciik ve orta
biiyiikliikte ¢capa sahip DKG'nu K" akimlar1 % 60 oraninda azalmistir (1). Yine
deriyi innerve eden biiyiik captaki DKG’nin K™ akimlar1 hasari takiben % 60-65
oraninda azalmstir (76).

Ayrica sican DKG hiicrelerinde depolarize edici ard potansiyellerin AP

esnasinda Ca'™ tetiklemekli Ca™ girisi ile bu noronlarda aktive olmasi sonucunda
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meydana geldigi ve uyarilabilirligi artirdigr gosterilmistir (19). Bazi DKG
hiicrelerinde AP esnasimnda Ca'” girisinin ise Ca™ bagimhi K" kanallarinin
aktivasyonu ile hiperpolarize edici ard potansiyellerin aktive etmekte dolayisiyla
uyarilabilirligi azaltmaktadir (19, 20). Diger néronlarda Ca™ kanallarmin
bloklanmas: aksiyon potansiyeli siiresini uzatir. Bunun yiiksek iletkenlikli Ca™
bagimli K kanallarmin aktivasyonu sonucu olustugu sanilmaktadir (162).

Son yillardaki caligmalar inhibitor sinapslarin anyonlarla, 6zellikle CI
iyonlarina gegirgen kanallar araciligiyla isledigini gostermistir. Ancak oOzellikle
ikinci haberci araciligiyla gergeklesen sinapslarda K kanal agilmasi da énem arz

etmektedir (207).

3.5. Membran Iyon Kanallarimin iyon Seciciligi

Hiicre zarlarindaki iyon kanallarinin kesikli olarak c¢alisan, iyon segici
molekiiler gozenekler oldugu bilinmektedir. Iyon kanallarmm en &nemli
biyofiziksel 6zelliklerinden biri de, hangi tip iyon kanali ise o iyona kars1 segici
gecirgen Ozellik gostermeleridir. Bir iyon kanallinin o iyona karsi segiciliginde
membranin her iki tarafindaki o iyonlarinin elektrostatik olarak birbirini itmeleri
teorisi kabul gérmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar bu iyon kanallarinin
iyon seciciligine iliskin gesitli teoriler ortaya koymustur. Buna gére Na*, K™ ve
Ca™ kanallarinin delik yiizeyinde yiiksek affiniteli baglanma bdlgesinin oldugu ve
bunu yandan kusatan 2 adet diisiik affiniteli baglanma bolgesinin daha yer aldigi
ve iyonun kanaldan gegisi esnasinda biiyiik bir sigrama hareketi yerine iki adet
nispeten yavas hareket gosterdigi teorisi agirlik kazanmistir. Bu teori iyon

baglanma bolgesine baglanmada yaris esasina gore segicilik gosterdigini vurgular.
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Oncelikli olarak Ca™ kanallar1 icin gelistirilen bu teori, Na™ ve K kanallar1 i¢in
de gecerlidir. Na'" kanallariyla ilgili diger bir teoriye gére ise; katyonlarm kanali
geemesinde kanal i¢indeki iyonlagsmis bir karboksil gurubu yardimci olmaktadir.
Bu gurup asidik ortamda bir proton baglayarak negatif yiikiinii kaybedince kanal
bloke olmaktadir. Kanalin en darlastigi yerde bulunan bu karboksil gurubu ile
hidrojen bagi yapabilen hidroksil veya amino guruplarini igeren pozitif yiiklii
iyonlarda Na® kanalindan gegebilmektedir. Hidrojen bagi yapamayan metil
gurubunu igeren pozitif yiiklii iyonlar ise Na' kanalim gecememektedir (110,
183).

Bir kanal goreceli olarak zayif da olsa bircok farkli tiirden iyonu
gecirebilmektedir. Iyon kanallarnin farkli iyonlara karsi gecirgenlikleri
birbirlerinden farklidir. Ornegin; Na" kanallar1 H e kars1 oldukca gecirgen iken
Ca™ kanallart H" ile bloklanir. Na® kanallarmmn bazi iyonlara gegirgenligi
sirastyla H ™> Li™ Na™ OH-NH;> TI™> H,N-NH;> NH,> Ca™> K™ Rb™> Cs”
seklinde iken, K kanalmin iyon gecirgenligi siras1 ile TI"™> K> Rb™> NH,> Cs >
Na+> Li"™>H,N-NHj; seklindedir (110).

Ca™ kanallar1 ise Ca™dan baska Ba™ ve Sr' a karsi ileri derecede
gecirgendirler. Bu gecgirgenlik hem voltaj kenetleme deneyleri ile hem de bu iki

iyonun varliginda aktive edilen AP ile gosterilmistir (110, 217). CI" kanallarinin
kii¢iik anyonlara kars1 ge¢irgenliginin sirasiyla SCN' > 1 >NO3 “>Br >Cl > F
seklinde oldugu tespit edilmistir (65).

Ayni zamanda iyon kanallar1 i¢in iyonun hiicre i¢i ve hiicre dist

konsantrasyonu da Onemli bir faktordiir. Nernst denklemine goére belli

potansiyelden sonra iyon zitlanarak hiicre icine girmeye veya hiicre disina
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cikmaya baglamaktadir.

3.6. Membran Iyon Kanallarimin Farmakolojisi

Membran akimlarinin spesifik farmakolojik ajanlarla bloklanabilmesi bu
kanallarin tanimlanmasinda kullanilabilen 6nemli 6zelliklerdendir. Ayn1 zamanda
bu farmakolojik ajanlar kullanilarak belli iyon kanallarinin fizyolojik
fonksiyonlar1 tespit edilebilir. Iyon kanali iizerine etkili ajanlar biitiin iyon
kanallar1 i¢in kanali acan ajanlar (kanal agicilar) ve kanali kapatan ajanlar (kanal
blokérleri) olmak iizere baslica iki guruba ayrilabilir. Iyon kanallarinin ajanlarla
Ozellikle poliamin toksinlerle bloklanmasi yukarida kanallarin alt tiplerinin

farmakolojik olarak belirlenmesi bahsinde ele alinmistir.

3.7. iyon Kanallarimin Kap1 Ozellikleri

VKSK ve VKKK depolarizasyonla birlikte agilirlar. Bu acilma Ca™
kanallarinda Na® kanallar1 kadar hizhi degildir. Depolarizasyon ile kanallarin
actlarak ice yonelik Na™ ve Ca™ akimmnin gerceklesmesi sirasinda kisa bir
gecikme olmasi kanalin agilmadan 6nce birden fazla kapali durum degisikligine
ugradigini vurgulamaktadir. Depolarizasyonla agilan bir kanal hiperpolarizasyonla
kapanir. Kanalin bu hiperpolarizasyonla kapanmasi durumu “deaktivasyon”
olarak adlandirilir. Fakat siddetli depolarizasyon gibi bazi durumlar voltaj bagimli
iyon kanallariin kapanmasini geciktirebilir (187).

VKPK akimlar1 depolarizasyona karsi, Na" kanallarina gére oldukca geg
aktive olurlar ve membranin tekrar polarize olmasina saglarlar. Ayn1 zamanda

depolarizasyon siirdilkge Na® kanallar1 kendiliginden kapanirken K' kanallart
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agiktir.

Depolarizasyon esnasinda gozlenen iyon kanal akiminin zamanla
baslangigtaki aktivitesini kaybetmesi olayr “inaktivasyon” olarak adlandirilir.
Yapilan calismalar devam eden depolarizasyon esnasinda gozlenen aktivite
diisiistiniin sadece depolarizasyona degil ayni zamanda 6zellikle Ca™ kanallarinda
kalsiyuma bagli olarak da diisebildigini gostermektedir (71). Ayn1 zamanda iyon
kanallar1 voltaj bagimli olarak yavas bir sekilde inaktive olurlar (123).

Tiim hiicre diyaliz patch kenetleme teknigi elektrofizyoloji alaninda bir
¢18ir agmasina ragmen, kullanilan patch pipeti soliisyonunun zamanla sitoplazma
ile karismasi bazi sitoplazmik faktorlerin seyreltilmis olarak fonksiyonunun
azalmasina yol agtig1 tespit edilmistir. Ancak soliisyonun bilesigine ATP ve Ca'™
selatorleri (EGTA) eklenerek bu etkinin onlenebildigi tespit edilmistir (45, 130).

Bu durum calismada kullanilan soliisyonlar i¢in goz ontine alinmustir.

3.8. Dorsal Kok Gangliyonu Noronlarimin Simniflandirilmas: ve
Ozellikleri

DKG néronlart AP ile somatosensoryel bilgiyi merkezi sinir sistemine
tagimaktadir. Bu noronlarin iki temel tipi bulunmaktadir. Birincisi non-nosiseptif
noronlar; bu noronlar, diisiik yogunluklu, hasar olusturmayan ve normalde agri
vermeyen stimulusa cevap olustururlar. ikincisi nosiseptif néronlardir ki bunlar
yiiksek yogunluklu, hasar olusturucu ve normalde agri verici stimulusa karsi
cevap olustururlar (79). Hiicresel elektrofizyoloji calismalarinda yaygin bir
sekilde kullanilan DKG, duyusal ndronlarin elektrofizyolojik ve farmakolojik

olarak incelenmesinde iyi bir model olusturmustur. Bu nedenle kedi (128), kobay
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(66), fare (264), sican (18, 90) civciv (96) domuz (90) gibi farkli hayvan
tirlerinde DKG ile ilgili caligmalar yapilmistir.

DKG’lari, iletim hizina gore C (<0.8 m/sn), Ad (1.5-6.5 m/sn) ve Ao/
(>6.5 m/sn) seklinde siniflandirilmaktadir (79). DKG’lan1 ile ilgili yapilan
calismalar farkli DKG néronlarimin farkli Na™ (78, 262), K™ (95) ve Ca™ kanal
akimlarina sahip oldugunu gostermektedir (203 , 259).

DKG’nun bir baska smiflandirmast ise c¢ap boyutu agisindan
yapilmaktadir. DKG ndéronlart biiylik ¢apa sahip (>50 um ¢ap), orta biiytikliikte
capa sahip (30-50 um ¢ap) ve kiigiik ¢apa sahip (<30 um ¢ap) olmak iizere ii¢ alt
smnifa  ayrilmaktadir. DKG noéronlarinda iyon akimlarinin  biyofiziksel
ozelliklerinin ve iyon kanal alt birimlerinin dagilimmin hiicre capiyla iligkili
oldugu bulunmustur (41). Na* kanallariyla ilgili agr1 ve analjezi galismalarinda
kiigiik ¢apli DKG ndronlar1 kullanilmasi tercih edilmektedir. Bu tercihin nedeni,
biiyiik ve orta ¢apa sahip DKG néronlarina gore kii¢iik ¢apli noronlarda daha fazla
sayida ve farkli tipte VKSK’nin eksprese olmasidir (262). Yine DKG
noronlarinda K" kanallar ile ilgili yapilan galismalar, hiicre ¢apryla K kanal alt
birimi yogunlugu arasinda iliski oldugunu ortaya koymustur (194). Ca™ kanallar
ile ilgili yapilan ¢aligmalarda kanal alt birimi ve kanal yogunlugunun DKG hiicre
capryla iliskili oldugu bazi alt birimlerin kiiciik veya orta ¢apli noronlarda daha
yogun sekilde eksprese olurken bazi altbirimlerin biiyilik capli néronlarda eksprese
oldugu gosterilmistir. Omegin O, OLIB, Oic, 01D, OL1E, O] VE Os alt birimleri tim
DKG néronlarindan eksprese olurken, aa, op, o, o and o;s’nin kiictik ¢aph

DKG noronlarinda daha yogun bir seklide eksprese oldugu gosterilmistir. Yine o,
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ve o0 alt birimleri kiigiik ve orta capli DKG’nda biiyiik capli DKG néronlarina
gore daha yogun sekilde eksprese olmaktadir (265).

Bu tez c¢alismasinda hem yukarida sayilan sebepler, hem membran
kapasitasinin daha az olmasi hemde gigaohm (G(2) mertebesinde miihiirlemenin
ve kontroliin daha iyi gerceklesmesi sebebiyle genellikle kiiciik ve orta capa sahip

DKG noronlart ile ¢alisilmistir.

3.9. Agn

Agr1 (pain) Latince “poena” (ceza, intikam, iskence) sozciigiinden
gelmekte olup, tanimi oldukca giictiir. Uluslararas1 Agr1 Arastirmalari Dernegi
tarafindan yapilan tanimlamaya gore agri; viicudun belirli bir bdlgesinden
kaynaklanan, bir doku harabiyetine bagli olan veya olmayan, insanin ge¢misteki

deneyimleriyle de ilgili hos olmayan emosyonel ve sensoryal bir duyudur (8).

Bir bagka tanima gore ise agri; “bedenin icten ya da distan bir uyari
karsisinda gosterdigi bir savunma mekanizmasi”dir. Boylelikle agri, viicut i¢in bir
seylerin yolunda gitmediginin sinyallerini veren koruyucu bir mekanizma olarak
da diistiniilmektedir (121). Agrinin algilanmasi, kisinin deneyimleri, ruhsal olarak
icinde bulundugu durum, egitim, ¢evresel faktorler gibi birgok faktérden etkilenir.
Iste bu yiizden agrili bir uyarana kars: yanitta kisiden kisiye farkliliklar goriiliir.
Birgok hasta, doku harabiyeti ve fizyopatolojik degisiklikler olmadan da agri
duydugunu belirtir. Bu duyuyu doku harabiyeti ile ortaya ¢ikan duyudan ayirt
etmek miimkiin degildir. Bu tip agrilar1 hemen psikojenik kokenli agrilar olarak
tanimlamak dogru degildir. Agrinin 6nemli bir 6zelligi duyusal, yani sinir lifleri

ile taginan objektif bir olgu olmasi, diger bir 6zelligi ise emosyonel, yani yukarida
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sOzl edilen diger tiim ogelerden etkilenmesidir. Tiim bu 6zellikleri, agriy1 diger

bir cok semptomdan farkli olarak, 6znel yani kisiye 6zgii hale getirir (267, 269).

3.9.1. Agn1 Tipleri ve Ozellikleri

Agr1 duyusunun duyu organlari, viicudun hemen her noktasinda bulunan
ciplak sinir uglardir. Agr diirtiileri, merkezi sinir sistemine (MSS) dorsal kok
gangliyon (DKG) noéronlar ile tasmnirlar. DKG noéronlar1 fonksiyonel olarak ii¢
subselliiler boliime ayrilir.

1. Agr1 duyusuna neden olan stimulusu (mekanosensitizasyon, termal
sensitizasyon, nosisepsiyon) algilayan nosiseptdr periferal terminal.

2. Nosiseptif sinyali ileten akson.

3. Agn sinyalinin ilerleyip bir sonraki ndrona ve beyine ulagsmasini sagliyan

presinaptik terminal (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1:Agr sinyal yolu (Kaynak 94 'den degistirilerek alinmistir).
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Duyusal noronlarin hiicre govdeleri ti¢ dallidir ve DKG’nuna yerlesmistir (121).
Primer duyusal néronlarin morfolojik ve fonksiyonel olarak; Ao/} , Ad ve C tipi

lifleri bulunmaktadir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2:Duyusal Noron Tipleri (Kaynak 94 'den degistirilerek alinmuistir).

Agrn sinyalleri iletim hizlarina gore farkli tip liflerle tasinmaktadir. Hizli
agr1 sinyalleri miyelinli A lifleri (1.5-6.5 m/sn) ile, kronik agri sinyalleri ise

yavas miyelinsiz C tipi lifler (0.8 m/sn) ile medulla spinalise iletilirler (79, 104).
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Kronik agrili hastalarda C tipi liflerin iletim hizinin daha da diisiik oldugu
gosterilmistir (179). C tipi lifler, arka koklerin lateral bolimiinde yer alir ve
cogunlukla arka kok C lifleri olarak adlandirilir (6).

Agrinin ¢ok ¢esitli siniflandirilmalari bulunmaktadir (98). Ancak bu tezde

agr1 temel olarak iki tipte incelenmistir. 1- Nosiseptif agr1 ve 2- Noropatik agri

3.9.1.1. Nosiseptif Agr1

Fizyopatolojik olaylarin deride, kasda, bag dokusunda ve i¢ organlarda
yaygin olarak bulunan agri1 reseptorlerini (nosiseptorler) uyarmasina bagli olarak
ortaya g¢ikar. Somatik ve visseral agri olarak iki tipi vardir. Bu ikisi arasindaki
temel farklilik somatik agrinin duyusal lifler ile visseral agrinin ise sempatik lifler
ile taginmasidir. Somatik agri, sizlama seklinde, bicak batar gibi, zonklama,
basing hissi gibi tarif edilir. i¢ organlardan kaynaklanan agr1, obstriiksiyona bagli
ise kemirici ve kramp seklinde, organ kapsiilii ve mezenteri etkilemigse sizlama ve

zonklama seklindedir.

3.9.1.2. Noropatik Agn

Noropatik agr1 yaklasik olarak populasyonun % 1’ini etkilemektedir (8).
Oncelikli olarak sinir sistemi lezyonu veya disfonksiyonunda meydana gelir.
Noropatik agri lezyon veya disfonksiyonun meydana geldigi yere bagli olarak
periferal veya santral olmak iizere iki siifa ayrilir. Periferal noropatik agriya
metabolik hastaliklar neden olurken, santral ndropatik agriya spinal kord veya

beyin hasari neden olur (8).
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Noropatik agrida, agr1 spontan olarak ortaya c¢ikabilir. Agr esigi diistiigi
icin normalde agrisiz olan uyar1 agri yapabilir (allodini). Uyariya cevap hem
stirekli hem de amplitiid bakimindan abartili olabilir (hiperaljezi). Agr1 hissi
saglam bdlgelere yansiyabilir (269). Sinir hasarin1 takiben meydana gelen
noropatik agrinin temel mekanizmasi belirlenememistir. Ancak yapilan bazi patch
kenetleme c¢alismalar1 periferal sinir hasarint takiben DKG hiicrelerinde
uyarilabilirlikte artis oldugu ve DKG hiicrelerinin anormal spontan aktivite

gosterdigini ortaya koymustur (37, 58, 62, 256).

3.9.2. Agrimin Bastirilmasi (Analjezi)

Insanlarin agriya kars1 gosterdikleri reaksiyon dereceleri gok degisiktir. Bu
degisik davraniglar kismen beynin kendisinin analjezi sistemi denen bir agri
kontol sistemini kontrol ederek, sinir sistemine giren agri1 sinyallerini
bastirabilmesine baghdir. Periferik agri lifleri ile omurilikteki arka boynuz
hiicreleri arasindaki kavsak baglantilari, olduk¢a 6nemli plastisite bolgeleridir. Bu
nedenle arka boynuz, agri dirtiilerinin “kapilandig1”, yani agri duyusunun
siddetinin denetlendigi degisiklige ugradigi yer anlaminda olmak iizere, kapi
olarak adlandirilir. Agrinin baglatildigi bir alandan gelen genis capli afferent
liflerin uyarilmasi ile o bolgeden gelen agr1 hafifler.

Hem C tipi hem de AJ liflerinin dorsal boynuzda sinaps yaptiklari yerlerde
presinaptik inhibisyonuyla, analjezi sistemi agri1 sinyellerini omurilikte ilk giris
noktasindan bloke edebilir. Ayrica analjezi/nosisepsiyon indiksiyonu ve
hemeostazinin tekrar saglanmast i¢in Ca " kanal antagonistleri (192), proton kapil

kanal antagonistleri (253), VKSK antagonistleri (232), voltaj kapili potasyum
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kanal antagonistleri (182), glutamat reseptor antagonistleri (233) ve GABAerjik,
(159), kolinerjik (57) ve opioid reseptdr (190) agonistleri kullanilmaktadir.

Akut ve kronik agrinin tedavisinde analjeziklerin iki onemli sinifi olan
opioidler ve nonstreoidal anti inflamatuar ilaglar (NSAII) kullanilabilir (64, 165,
168).

NSAII yaygin terapétik etkileri olan bilesiminde degisik yapida guruplar
iceren ilaglardir. NSAII, arasidonik asitten prostoglandinlerin (PG) olusumunu
saglayan siklooksijenazi (COX) inhibe ederler ve boylece inflamasyonu oOnlerler.
Antipretik etkileri hipotalamusta PGE;’nin inhibisyonuna baglidir. NSAIl’mn
analjezik etkisine aracilik eden mekanizmalar belirsizdir ama goriiniiste PG’leri
azaltarak hiperaljezi ve lokal agr1 liflerini stimiilasyonuna aracilik etmektedirler.

Siklooksijenazin COX 1 ve 2 den olusan iki formu vardir. COX-1 yapisal
olarak eksprese olmaya meyilli iken, COX-2 ise inflamasyonla olusur. COX-1
enzimi makrofajik yapisiyla PG iiretimine neden olur. COX-2 enzimi, COX-1 den
farkli olarak lokal antiinflamatuar mediyatorler ve sitokinler tarafindan
indiiklenerek PG iiretir (12). Hay ve arkadaslart COX-2’nin spinal modulasyonla
akut ve kronik periferel inflamasyonda diizenleyici bir rol oynayabilecegini, ancak
COX-1’in bdyle bir etkisinin olmadigini ortaya koymuslardir (106). NSAII’in
¢ogu hem COX-1’i hem de COX-2’yi inhibe ederler. COX-1 bir ¢ok hiicrede
bulunurken, 6zellikle kan damarlari, mide ve bobreklerde daha fazla bulunmustur.
COX-2 insan dokularinda 6nemli seviyelerde bulunmaz. COX-1 inhibisyonunun
NSAIi’in istenmeyen etkilerinin ¢ogundan sorumlu olduguna inanilmaktadir.
Insanda NSAII’1n gastrointestinal toksisite nedeninin COX-1 inhibisyonu oldugu

gosterilmistir. Bu nedenle NSAII’in uzun siireli kullanini yan etkileri nedeniyle
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kisitlanmistir  (258). Calismalar selektif COX-2 inhibitorleri gelistirmeye
odaklanmstir.

Néropatik agr1 durumlarinda, opioidler ve NSAII gibi antiepileptik ilaglar
(AEI) da benzer sekilde agriy1 azaltmaktadir. Ozellikle kanserle iliskilendirilmis
baz1 noropatik agr tiplerinde standart tedavi yontemlerinin kullanilmasi oldukca
zordur. Opioidlerin veya NSAII’m kullanilmasi ¢ogu zaman agriyr gidermek
yerine hastanin dayanilmaz agrilar ¢ekmesine neden olabilir. Bu agr tiplerinde
antidepresanlar ve AEI hem agriy1 hem de kanserin olusturdugu yan etkileri
azaltabilir. Ozellikle bu tiir agrilarda AEl’dan biri olan levetirasetam (LEV)

giivenli ve etkin bir profile sahiptir (69).

3.9.3. Agr1 Modelleri

Bir ¢ok farkli nedenle ortaya cikabilen agr1 mekanizmalarinin daha iyi
anlagilabilmesi ve etkin tedavi yontemlerinin arastirilabilmesi i¢in deneysel ve
hiicresel olarak gelistirilen agr1 modelleri, agr1 arastirmalarinda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Hayvanlarda deneysel olarak meydana getirilebilen degisik agr
modelleri ve hiicresel agri modelleri agri mekanizmasini anlama ve agriya

miidahale etme konusunda degerli bilgiler saglamaktadir (138).

3.9.3.1. Deneysel Agr1 Modelleri

Deneysel agri modelleri, ¢ok degisik yollarla deney hayvanlarinda
olusturulabilir; elektriksel stimulusla olusturulan agr1 (102), 1s1yla olusturulan agri
(242), kimyasal ajan uygulayarak olusturulan agri (92, 263) bu metodlarin

bazilaridir. Bunlarin biiytik bir kismi, klinik agr1 sendromlarmin deneysel
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modelleri olarak kabul edilmekte ve bu 6zel alt tiplerin patofizyolojisini giin
1s18ma c¢ikarmak amaciyla kullanilmaktadirlar. Farkli veya benzer metodlarla
olusturulan deneysel agri modelleri sunlardir (138).

1. Termal uyarana kars1 kuyruk veya ayak ¢ekme modeli (6rnegin; kuyruk
¢irpma testi)

2. Hot plate testi (Sicak plaka modeli)

3.Mekaniksel duyarliligi  belirleme modeli (Von-Frey filament
stimulasyonu)

4. Dis eti stimulasyonu modeli

5. Formalin, antijen, maya vb.den birinin ayak veya intra artikular
enjeksiyon modeli

6. Tahris edici bir maddenin intramuskiiler enjeksiyonu

7. Tahris edici solusyonun intraperitonal enjeksiyonu

8. Kemik icine osteolitik sarkoma hiicrelerinin intramedullar enjeksiyonu

9. I¢i oyuk organ distansiyonu

10. Deri kesilmesi

11. Periferal veya spinal sinir veya koklerinin ezilmesi veya sikistirilmasi

12. Periferal veya spinal sinir veya koklerinin kismen veya tamemen

transeksiyonu

3.9.3.2. Hiicresel Agr1 Modelleri
Agrimin  hiicresel ve  molekiiller mekanizmasmin  anlagilmasi
calismalarinda neonatal ve embriyonik siganlardan izole edilen duyusal néronlarin

primer ve kalici kiiltiirleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (19, 257, 111). Bu
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tez calismasinda da kullanilan DKG primer hiicre kiiltiiri, farkli hayvan
tirlerinden elde edilebilir. Kiiltiire edilmis trigeminal ve DKG duyusal ndronlari
ile yapilan ¢alismalar, bu ndronlarin in vivo duyusal noronlarla benzer 6zellikler
gosterdigini ortaya koymustur. Soyle ki; duyusal noronlarla yapilan hem in vivo
hem de in vitro galigmalar kapsaisin, bradikinin, P maddesi ve PG’e verilen
cevaplarin bu calismalarda benzerlik gosterdigini ortaya koymaktadir (21, 40,
228). Duyusal noronlarin primer kiiltiirii bu néronlarin dogustan kazanilan bir ¢ok
Ozelligini yansitmaktadir. Ancak izolasyon prosediirii, hiicre sayisinin sinirh
olmas1 ve primer kiiltiiriin hetorojen yapiya sahip olmasi, primer hiicre kiiltiiriiyle
calismanin zorluklarindan birkagidir. Bu nedenle endojen duyusal néronlarin
Ozelliklerine sahip olan kalici duyusal hiicre dizileriyle calisilmaktadir. Kalici
duyusal hiicre dizileri; DKG ile retroviral vektor iceren v-myc onkojeni ile insan
embriyonik duyusal noronlarmin oOliimsiizlestirilmesiyle elde edilebildigi gibi
(196), postmitotik embriyonik veya yetiskin DKG duyusal noéronlarmin fare
N18Tg2 neuroblastoma hiicreleriyle etkilesimi ile oliimsiizlestirilmis hiicre

dizileri olan F11 ve ND olusturulabilir (189, 261).

3.10. Diyabet

Diabetes mellitus, insiilin fonksiyon bozukluguna bagli olarak ortaya ¢ikan
karbonhidrat, lipit ve protein metabolizma bozuklugu ile karekterize bir
hastaliktir. Diyabetin  komplikasyonlari, insiilin homeostazisi ve enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stresin bir sonucu

olarak meydana gelmektedir (88).
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Diabetes mellitus 'un tip I ve tip II gibi sik rastlanan iki formu bulunur. Tip I
diyabet insiiline bagimli bir diyabet hastalig1 iken tip II diyabet insiiline bagimli
olmayan ve ilerleyen yaslarda ortaya ¢ikan bir diyabet hastaligidir (88). Ayrica
pankreasin cerrahi olarak ¢ikarilmasi, pankreasin beta hiicrelerinin segici yikimina
neden olacak uygun dozlarda alloksan, streptozotosin (STZ) ya da diger
toksinlerin verilmesi, insiilin sekresyonunu inhibe eden ilaclarin verilmesi ve

antiinsiilin antikorlarinin verilmesiyle olusturulabilir.

Diyabet periferal ve merkezi sinir sisteminde yapisal ve fonksiyonel
hastaliklara neden olur (31). Ogrenme ve hafiza bozulmasi diabetes mellitus’lu
erginlerde gozlemlenmistir (197, 209, 244). Diyabet kronik hiperglisemi yoluyla
bilissel bozukluklara yol agar (231). Diyabetik hastalarin beyinlerinde yapisal
anormallikler vardir ki bunlarin biligsel bozukluklarla baglantili oldugu
bilinmektedir (31,93, 191). Tip I ve Tip II diyabet genel olarak viicudun
tamaminda sinir hasarina neden olur. Bu da ¢ogunlukla ayak parmaklarinda,
ayaklarda, ellerde ve kollarda agri ve uyusukluga yol acar (7). Amerika’da 14
milyondan daha fazla diyabet hastasi agr1 verici diyabetik noropati ¢ekmektedir
(213). Bu kronik agr1 durumu, ruhsal duruma, hareket kabiliyetine, calisma ve

uykuya olumsuz yonde etki ederek yagsam kalitesini diisiirmektedir (213).

Deneysel diyabet modeli, alloksan ve STZ kullanilarak olusturulabilir.
Kimyasal maddelerin her ikisi de oksidan madde meydana getirerek Langerhans
adaciklarim1 selektif olarak tahrip eder. Bu tez calismasinda da kullanilan bir
glukonitrozure olan STZ’nin etki mekanizmasi ise daha az anlasilmistir. Ancak
STZ’nin uygun olmayan nitrik oksit (NO) cevaplari meydana getirdigi, NO

cevabinin neden oldugu adacik hiicre yikiminin artmasinin diyabeti olusturdugu
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diisiiniilmektedir. STZ’le indiiklenmis diyabet insiiline bagimli tip I diyabet icin
bir deneysel model olarak karekterize edilir (219, 220). Bu modelde diyabetin yol
actig1 ilerlemis yapisal ve fonksiyonel anormalliklerin, hem periferal hem de
merkezi sinir liflerinde meydana geldigi tanimlanmustir (33, 224). Oksidatif stres
diyabetik komplikasyonlar ve diyabetin altinda yatan bir mekanizma olarak
degerlendirilir. Oksidatif strese sebep olan serbest radikal gruplarindan biri reaktif
oksijen tiirleri (ROS)’dir. ROS diyabetlilerde yiikselir. Bunun ana kaynaklari
glikoz otooksidasyonunun ve metabolitlerinin dahil oldugu metaboliklerdir.
Bunlarin yanisira ilerlemis glikasyon, degisken prostanoid iiretimi ve anormal
veya etkisiz mitokondriyal fonksiyon vardir (155). Periferal sinirlerde yapilan
calismalarda ROS’nin direk olarak noéronlar1 ve schwann hiicrelerini tahrip ettigi
bulunmustur. Bu durum diyabetle birlikte DKG’da ve onlarin mitokondrileri ve
hiicre viicutlart tizerine kotii etkilerin yanisira demiyelenizasyon ve aksonapati

gibi kiimiilatif ndrodejeneratif degisikliklere yol acabilmektedir (214).

3.11. Epilepsi

Epilepsi latince epilambanein kelimesinden gelmekte olup, ndbet veya
atak manasina gelmektedir. Epilepsi diinya nufusunun % 1’ini etkileyen norolojik
bir hastaliktir. Sadece Amerika Birlesik Devletleri’nde 1990 yili itibariyle tiim yas
gruplarinda 2 milyondan fazla hasta tesbit edilmistir (105). Hastaliklarin ailesi
olarak tanimlanan epilepsiyi meydana getiren mekanizmalar ¢esitlidir. Epilepsinin
en genel Ozelligi, noronlarin ayni anda ve anormal desarjiyla birlikte

elektroansefologram ve davranista meydana gelen degisikliktir (63). Noronlarin
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uyarilabilirligindeki  degisiklik hastaligin  temelinde yatan en belirgin
norofizyolojik 6zelliktir.

Epileptik ndbetler esnasinda kaydedilen beyin dalgalariin frekanslarinda
ve amplitiidlerinde oldukg¢a belirgin degisiklikler oldugu uzun yillardan beri
bilinmektedir (145). Normalde her sinir hiicresi ya kendiliginden belli bir
frekansta ya da diger hiicrelerden aldig1 girdilerin cebirsel toplamina gore
elektriksel bosalimlar yapar. Fakat baz1 durumlarda bu diizen bozulur ve biiyiik
bir ndron toplulugunun birlikte (senkron) ve anormal bigimde bosalim yapmaya
baslamasiyla epileptik ndbetler ortaya ¢ikar. Eszamanli bosalimlar, davranislarda
irade dist gegici degismelere de sebep olabilir. Anormal hiicre bosaliminin
nedenleri arasinda travma, oksijen yetmezligi, tiimorler, enfeksiyonlar ve
metabolik bozukluklar sayilabilir. Fakat epileptik durumlarin yaklasik ti¢te birinde
herhangi bir sebep bulmak miimkiin olmamaktadir (132). Glinlimiizde kullanilan
tedaviler genellikle bulgular1 gidermeye yonelik (semptomatik) karakterdedir ve
halen kompleks parsiyel epilepsili hastalarin tigte birinde ndbetler kontrol altina

allmamamaktadir (148).

3.11.1. Epilepsi ve Iyon Kanallar

Gegmis yillarda epilepside rol oynayan iyon kanallarmin rolii ile ilgili
arastirmalarin  sonuglar1 birbiriyle ¢eligkilidir. Insan ve farelerde yapilan
calismalar, iyon kanallarinin epilepsi olusumunda rol alabilecegini ortaya
koymustur (141, 230). Son yillarda yapilan calismalar epilepside kullanilan
AEI'n degisik iyon kanal alt tipleri aktivitesine etkiledigini gdstermektedir. Bu
calismalar yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesinde ve molekiiler hedeflere

fokuslanmaktaki bilgilerimizi giincellemistir (141, 230).
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Episodik nérolojik bozukluklarda mutant iyon kanallar1 rol oynamaktadir.
Ozellikle asir1 derecede membran uyarilabilirligi bunun bir gostergesidir. Bir ¢ok
deneysel epilepsi modelinde asir1 hiicresel uyarilmanin hemen her zaman hiicre
icine giren Ca™ iyonlarindan kaynaklandigi disinilmektedir (245). Ca™
iyonlariin hiicre igine girisi epileptik noronal olaylarin ilk basamagini teskil eder
(229). Bir noronun depolarizasyonu presinaptik VKKK’mndan Ca™ iyonunun
hiicre igerisine girmesine neden olur ve hiicre icinde artan Ca™, eksitator
norotransmitterlerin, 0Ozellikle glutamatin saliverilmesine yol acar (245).
Glutamat, kimyasal kapili iyon kanallarint (NMDA, Kainat, Quisqualat), 6zellikle
NMDA’y1 uyararak Na” ve Ca™ iyonlarinm hiicre igine girmesine; Na* iyonuna
bagli depolarizasyon olusumuyla VKKK’nin agilmasi sonucunda asir1 Ca™
iyonunun hiicre icine girmesine sebep olur (122). Bu ¢ok miktardaki Ca™
iyonunun igeri girisinin, nobet esnasinda olusan ndron desarjini baslatan tetik
oldugu diistiniilmektedir (107). Nobet esnasinda ekstraselliller Ca™’un azaldigi ve
intraselliiller Ca™ un arttigi gosterilmistir (107, 202). Ca™ kanal blokerlerinin
verildigi bir ¢ok c¢alisma, bu maddelerin, degisik epilepsi modellerinde
hiperaktiviteyi de onleyici bir etki yaptiklarini ortaya koymaktadir (250, 251,
252). Bir baska secenek olarak, hiicre dist ortamdan Ca™’un uzaklastirilmasinin
da hiicre 6liimiinii ve asir1 uyarilmay1 azalttig1 gosterilmistir (210).

Yine baz1 Na' kanal antagonistlerinin, Na" kanallarmin asir1 uyarilmasini
engelleyerek antiepileptik ozellikler sergiledigi, hatta iskemiyi takiben noéronal
hasarin 6nlenmesinde yararli olabilecegi gosterilmistir (5, 48).

K" kanallar ile yapilan ¢alismalar benign ailesel neonatal konviilsiyona,

K" kanal mutasyonun neden olabilecegi ifade edilmistir. Aym1 zamanda K" kanal
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ligandlarinin, epilepsi ndbetlerinin kontrol mekanizmasinda VKKK antagonistleri
kadar etkili olabilecegi gosterilmistir. Bunun nedeni VKPK agonist veya
antagonistleri indirek olarak norotransmitter saliverilmesi ve hareketindeki
presinaptik Ca™ girisiyle modifiye olmasidir. VKPK merkezi sinir sisteminde
cesitli fonksiyonlar1 diizenler. Bunlarin iginde; epileptik nobet aktivitesinin
ortadan kaldirilmasi veya kontrol edilmesi de olabilir. AEI’m muhtemel hedefleri

arasinda voltaj kapili olmayan K kanallarinin bazilar1 bulunabilir (30).

3.12. Levetirasetam
Levetirasetam (LEV, ucb L059; CgH;4N,0,:170,21 g) norotropik ajan
olarak ¢ok yaygin bir sekilde kullanilan piresetamin etil analogunun S-kimyasal

bilesenidir (147).

c
W HEGNHL

Sekil 3.3: Levetirasetamin kimyasal yapisi

Insanlarda farmakokinetik olarak maksimum plazma konsantrasyonuna 1
saat icinde ulasan LEV, hem metabolizma hem de renal yolla viicuttan kolayca
atilir (80, 185). 1989°dan bu yana lisans alan 8 yeni AEI’dan biri olan LEV,
epilepsi ve nobet olusumunu baskilayan essiz bir profile sahiptir (29, 126).

AEI basta endokrin sistem olmak iizere diger bircok fizyolojik sistemin
fonksiyonunu olumsuz yonde etkilemektedir. AEI’1n kisa ve uzun siireli meydana

getirdigi bu yan etkilerinden bazilar;; kilo degisikligi, iireme ve tiroid

40



fonksiyonuna etki, kemik metabolizmasinin bozulmasi, uyku bozuklugu ve
O0grenme ve hafizay1 negatif yonde etkilemesidir. Yapilan bazi ¢alismalar LEV’1n
kilo degisikligi tizerinde bir etkisi olmadigini, ve uykunun temel yapisini
bozmadigini gdstermektedir (26, 180). Aym1 zamanda LEV klasik AEi’dan farkli
olarak 6grenme ve hafiza fonksiyonlarina etki etmemektedir (136). Bu yoniiyle de
LEV epilepsi hastalarinin kognitif fonksiyonlarinin olumsuz yonde etkilenmesini
ortadan kaldirmaya aday bir ilag¢ olabilir. Fokal serebral iskemide noroprotektif
olarak gorev yapar (103). Ayrica kas guruplariin istem disgi1 diizensiz hareketleri
(kore)’ni 6nemli Ol¢lide diizeltir. Bu yoniiyle de koreik hareketlerin standart
terapisinde alternatif bir model olabilecegi belirtilmistir (54).

Agr1 ve epilepsinin klinik bulgular1 birbirinden farkli olsa da, teorik olarak
inhibitdér ve ekstitatdr aminoasitler veya voltaj kapili kanallar hem agn
olusumunda ve agrinin merkezi sinir sistemine iletilmesinde, hem de epilepsinin
fizyopatolojisinde belirgin rol oynamaktadir. Bu nedenle bazi1 antikonvulzanlarin
agri1 olusumunu Onlemede alternatif bir model olarak kullanilabilecegi
bildirilmigtir. Bununla beraber LEV’m duyusal sinir hiicrelerindeki
elektrofizyolojik etkileri bilinmemektedir. DKG hiicrelerindeki AP paremetreleri
tizerinde LEV’1n ne tiir degisikliklere sebep oldugunun arastirilmasi, bu ilacin
agr1 iletim yollarindaki muhtemel etkilerinin belirlenmesini saglayacaktir. LEV’1n
agr1 tzerindeki etkileriyle ilgili ¢ok az bilgi mevcuttur. Yukarida bahsedilen
deneysel agri modellerinin kullanildigi ve LEV’1n etkilerini konu alan ¢ok sinirli
sayida arastirma bulunmaktadir. Bu nedenle, mevcut c¢aligma iki yOnde
odaklanmistir. Birincisi, in vitro modelde, yavru sican DKG hiicre kiiltiirlerinde

LEV’in AP ve bazi AP parametreleri iizerindeki olasi etkilerini arastirmak,
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ikincisi ise, in vivo modelde normal ve diyabet olusturulmus farelerde 4ot plate
analjezimetre kullanilarak yine LEV’in farkli dozlarda analjezik etkisinin olup
olmadigin1  belirlemek. Her iki modelden elde edilecek bulgularin
degerlendirilerek, LEV’1n agr iletimi ve algilanmasindaki muhtemel etkisinin ne
oldugunun ve kismen etki mekanizmasinin ortaya konmasi, ilacin epilepside
kullanim1 yaninda muhtemel agri1 dindirici 6zelliginin medikal yonden yeni

acilimlara 11k tutabilecektir.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda hem DKG primer hiicre kiiltiirii hazirlanarak hiicresel
agr1 modeli, hem de hot plate testi kullanilarak in vivo deneysel agri modeli
olusturuldu. Bu amagcla kullanilan iki farkli deney protokoliinden ilkinde DKG
hiicrelerinden elektrofizyolojik kayitlar alindi. Daha sonra normal ve diyabetik
noropati olusturulmus farelerde /ot plate testi kullanilarak agri esikleri belirlendi.
Boylece hem in vivo hem de in vitro yontemlerle LEV’1n muhtemel agr1 dindirici

etkisinin olup olmadig1 incelendi.

4.1. In Vitro Elektrofizyolojik Deneyler

4.1.1. Sican Dorsal Kok Gangliyon Hiicrelerinin Primer
Kiiltiirii

Hiicre ig¢i elektrofizyolojik kayit yapmak i¢in mekanik stabilitenin
saglanmas1 son derece Onemlidir. /n vivo olarak bu mekanik stabilitenin
saglamanin zorlugu arastirmacilar1 fizyolojik kosullarin en iist diizeyde taklit
edildigi ortamlarda tutulan izole doku ve hiicrelerde ¢alismaya itmistir. Ayni
zamanda hiicre diizeyinde ¢alisma fizyolojik ve patofizyolojik mekanizmalarin
hiicresel diizeyde aydinlatilmasina da imkan saglar.

Bu ¢alismada, sican DKG hiicreleri enzimsel ve mekanik islemlerle izole
tek hiicreler halinde elde edildi ve elektrofizyolojik kayitlarda kullanildi. DKG
hiicre izolasyon ve kiiltiirii Forda ve Kelly (1985) adl1 arastirmacilarin gelistirdigi

ve asagida ayrintilari verilen metoda gore gerceklestirildi (84).
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4.1.1.1. Kiiltiir icin Kullanilan Soliisyonlar ve Kimyasal Ajanlar

A) Steril Su: Cift distile suyun laminar hava akimli gilivenlik kabini
icerisinde 0.2 pm filtrelerden gegirilmesiyle elde edildi ve daha Onceden
otoklavda steril edilmis cam siselerde saklandi.

B) Etil Alkol: % 99.7 - % 100 safliktaki etil alkol iki defa distile edilmis
suyla diliiye edilerek % 70’lik oranda hazirlandi ve piiskiirtmeli bir agizlig
bulunan sisede tutuldu.

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

D) Poly-L-Ornitin (Sigma; Steinheim, Almanya): Poly-L-Ornitinin 25
mg/ml olacak sekilde stok soliisyonu hazirland1 ve 10 ml’lik steril sise igerisine
100 ul gelecek sekilde boliinerek -20 °C ‘de saklandi.

E) Laminin (Sigma; Steinheim, Almanya): Laminin 1 mg/ml stok
hazirlandi ve 10 pl her bir 5 ml’lik steril cam siseye gelecek sekilde boliindii. Bu
10 pl lik stoklar -70 °C‘de tutuldu ve kiiltiir hazirlandig1 giin lamellerin tizerine
koymadan 6nce 2 ml steril PBS ilave edildi.

F) Ham’s Nutrient Mixture F14 ve F12 (Imperial; Andover, Hmpshire,
Ingiltere ve Gibco; Paisley, Iskogya): Hem F14 hem F12 kiiltiir ve duyusal néron
calismalar1 i¢in gelistirilmistir. L-Glutamin igeren, NaHCO; icermeyen toz
halindeki bu karigimlar, bidistile su ile sirasiyla 11.93 g/l ve 10.63 g/l olacak

sekilde hazirlanarak 10 mI’lik kisimlara ayrildi ve -20 °C ‘de tutuldu.
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G) At Serumu (Sigma; Steinheim, Almanya): At Serumu 10 ml steril
tiiplere konuldu ve -20 °C ‘de saklandi.

H) Sodyumbikarbonat (NaHCO;; MA=84.01g, Sigma; Steinheim,
Almanya): Kiiltiir medyumunun pH’sin1 ayarlamak amaciyla 1.2 mg/ml olacak
sekilde medyuma ilave edildi.

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

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

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

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

M) Sinir Biiyiitme Faktorii (NGF, 2.5S) (Sigma; Steinheim, Almanya):
Sinir blylitme faktorii ilk olarak steril su igerisinde 100 pg/ml olacak
konsantrasyonda hazirland1 ve bu solusyon F14 igerisine 1 pg/ml olacak sekilde
diliie edildi. 500 pl’lik kisimlara ayrilarak -20 °C ‘de saklandh.

Sinir biiytime faktorii embriyonik duyusal ve sempatik néronlarin yasamini
stirdirmesinde ve farklilasmasinda c¢ok Onemli bir yere sahiptir. Biyolojik

fonksiyonlarin genis spektrumunda yer alir (142).
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4.1.1.2. Kiiltiir Vasati
100 mililitrelik bir kiiltiir vasat1 asagidaki bilesimde hazirlandi:
10 ml at serumu
10 ml modifiye edilmis Dulbeco medyumu
1 ml Penisilin/Streptomisin
120 mg NaHCO3
Bu karisim distile su ilave edilerek 100 mililitreye tamamlandi, filtreden
siiziilerek sterilize edildi ve kullanilana kadar +4 °C’de saklandi. Her bir kiiltiir

yapilmadan 6nce bu soliisyon taze olarak hazirlandi.

4.1.1.3. Kiiltiir icin Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri
Sterilizasyon amaciyla 0.22 um porlara sahip filtre
Steril genis petri kutusu 94 x 16 mm ebata sahip, yuvarlak
Steril kiiciik petri kutusu 35 x 10 mm ebata sahip, yuvarlak
Steril 50 ml polipropilen koni tiip
Steril 15 ml polipropilen koni tiip
Cam mikroskop lameli 22 x 22 mm ebata sahip, kare

Cam Pastor pipeti, 150 mm. Uzunlukta

4.1.1.4. Diseksiyon malzemeleri
1 tane biiyiik makas, 220 mm uzunluga sahip
1 tane kiiclik makas, 80 mm uzunluga sahip
1 tane i¢i yayli makas, ucu 12 mm uzunluga sahip

1 tane 15 cm uzunluga sahip forseps
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1 tane ince uglu diiz forseps; 0.07x0.03 mm uca ve 12 cm uzunluga sahip

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

4.1.1.5. Diger Ekipmanlar
Laminar hava akimli glivenlik kabini, Sinif I Laminar Flow (Bilser, Ankara),
Otomatik CO; inkiibatorii, model: Heracell (Heraus, Hanau, Almanya),
Diseksiyon mikroskobu, model: BO61 (Olympus, Tokyo, Japonya),
Otomatik pipetler (2-20 pl, 20-200 pl ve 100-1000 pl),

Sarjli pipet

4.1.1.6. Dorsal Kok Gangliyonu Hiicre Kiiltiirii icin Genel
Prensipler

Hiicre kiiltiirii yapilmasi ve saklanmasi esnasinda kontaminasyonlara karsi
gerekli onlemler alindi. Bu amacla kullanilan tiim cerrahi malzemeler, Pastor
pipeti, cam saklama kaplar, pipet ve pipet uclari otoklav (Niive, Ankara)
yardimuiyla steril hale getirildi. Otoklavdan alinan malzemeler laminar hava akimli
giivenlik kabini igerisine konulmadan dnce % 70°lik alkole tabi tutuldu ve laminar
hava akimli giivenlik kabini icerisine yerlestirildi. Steril halde temin edilen plastik
malzemeler ise kullanilmadan 6nce % 70’lik alkol sprey iizerlerine sikildiktan
sonra diger cam malzemelerin yanmma laminar hava akimli giivenlik kabini
igerisine yerlestirildi. Laminar hava akimli giivenlik kabini i¢erisindeki ultraviyole
151k kaynagi, kabinde hiicre kiiltiiri yapilmadigi zaman araliklarinda acik

birakildi. Cerrahi malzemeler belirli periyotlarla, cam malzemeler ise her hiicre
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kiltirii yapilmadan once steril hale getirildi. Hiicre kiiltiiriiniin koyulacagi
inkiibatoriin nemi, gaz diizeyi, sicakligl ve temizligine 6zen gosterildi.

Hazirlanan tiim soliisyonlarin pH’s1t pH metre (Thermo Orion, Beverly,
ABD) ve osmolaritesi ozmometre (Gonotec, Berlin, Almanya) kullanilarak
oOl¢iildii. Soliisyonlarin ve cam saklama kaplariin iizerine sirasityla malzemenin
ismi, hazirlandig1 tarih ve hazirlayan kisinin isminin bas harfleri yazilarak

isaretlendi.

4.1.1.7. Dorsal Kok Gangliyonu Hiicre Kiiltiirii Protokolii
Lameller kiiltiir yapilmasindan bir giin 6nce % 70’lik etanolden
cikartilarak laminar hava akimli giivenlik kabini igerisinde steril bir kurutma

kagid1 tizerinde kurutuldu. Daha sonra 100 pl poly-[ -ornitin (Sigma; 25 mg/ml

stok soliisyon) 10 ml distile su ilave edildi ve bu s1vi 50 mm ¢apindaki steril bir
petri kutusuna bosaltildi. Kuruyan lameller alevden hizla gegirilerek bu poly-] -
ornitin igeren siviya yerlestirildi ve bir gece 37 °C’de %95 hava, % 5
karbondioksit iceren nemli bir inkiibatorde inkiibe edildi. Ertesi giin lameller
inkiibatorden alindi ve laminar hava akimli giivenlik kabini igerisinde bir
forsepsle tek tek tutularak ard arda yerlestirilmis 3 petri kutusunun igerisindeki
steril distile suya daldirilarak yikandi ve kurutma kagidi {izerine yerlestirildi.
Kuruyan lameller her petri kutusuna bir tane lamel gelecek sekilde 12 adet 35 mm
capinda steril petri kutusuna yerlestirildi. Hiicrelerin yaginin ve vasatin
degistirilme giinlerinin belirlenmesi i¢in kiiltiir tablasi {izerine kiiltiiriin hazirlanig
tarihi yazildi. 100 pl laminin (5 pg/ml) her bir lamel iizerine ilave edilerek kiiltiir

tablast inkiibatore kaldirildi. Aymi giin kiiltiir vasati da hazirlanarak bir kisim
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kiiltiir medyumu (yaklasik 40 ml) ve 10 ml fosfatla tamponlanmis fizyolojik tuzlu
suda (PBS) steril bir plastik tiip icerisinde 1sinmast amaciyla inkiibatore
yerlestirildi. Diseksiyon mikroskobu ve diseksiyon cerrahi seti dezenfekte
edilerek laminar hava akimli giivenlik kabini icerisine alindu.

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden
temin edilen iki glinlik Wistar cinsi si¢anlar dekapitasyonla 6ldiiriilerek, genis bir
petri kutusuna yerlestirildi. Kii¢iik bir makasla vertebral kolon ayrildi, daha sonra
kaudal uctan baslayarak boyuna kadar spinal kolonun i¢i yayli bir kii¢ciik makasla
acildi. Bu izole spinal kolon petri kutularina yerlestirilmis PBS ile 3 defa yikandu.
Daha sonra diseksiyon mikroskobu altinda forsepslerle biitiin DKG’lar1 hassas bir
sekilde izole edilerek kiigiik bir petri kutusu igerisindeki kiiltiir vasatina
yerlestirildi.

Biitiin DKG govdeleri diseke edilerek petri kutusunda toplandiktan sonra,
petri kutusu hassas yuvarlak hareketlerle sallandi ve biitiin gangliyonlarin bir
araya toplanmasi saglandiktan sonra kiiltiir medyumu bir Pastor pipeti ile ¢ekildi
ve 900 ul 1k (37 °C’de inkiibe edilmis) kiiltir vasati ve 100 ul kollagenaz (%
0.125) ilave edilerek hafif¢e calkalandi ve 13 dakika siireyle inkiibatoérde tutuldu.
Bu siire sonunda hiicre, soliisyon, enzim karisimi inkiibatorden alinarak hizla ii¢
defa PBS ile yikandi. Daha sonra 900 pl PBS ve 100 pl tripsin (% 0.25) ilave
edilerek hafifce calkalandi ve 6 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra 15 ml’lik
steril plastik tiipe aktarildi ve yaklasitk 4 ml 1lik kiiltiir vasati ilave edildi,
gangliyonlar tiipin dibine ¢oktiiriildiikten sonra kiiltiir vasati Pastor pipeti ile
uzaklagtirildi ve bu islem 3 defa tekrarlandi. Daha sonra 100 ul DNAz ve 900 pl

kiiltiir medyumu ilave edilerek ucu daraltilmis steril bir Pastor pipetine hizla ¢ekip
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bosaltarak gangliyonlar mekanik olarak tek hiicrelere ayristirildi. Bu ¢ekip
bosaltma islemi 3-6-9 defa kademeli olarak yapildi. Her bir kademede iistte kalan
siispansiyon alinarak diger gangliyonlara mekanik tiritrasyon islemi devam edildi.
Sayet gangliyon topagi tam olarak 9 g¢ekip bosaltmadan sonra ayrismadiysa bu
isleme 14 defaya kadar devam edildi. Hiicre kiiltiir vasati siispansiyonu, kiiltiir
vasatt ilave edilerek 2.4 ml’ye tamamlandi. Daha sonra inkiibasyon i¢in daha
onceden lamininle kaplanan lamellerin bulundugu kiigiik petri kutular
inkiibatorden alindi. Lamellerin laminin ile inkiibasyon zamani en az 3-4 saat
oldugu icin dekapitasyon islemine baglamadan yaklasik olarak en az 2 saat 6nce
laminin ekim islemi tamamlandi. Laminin igeren sivinin blyik bir kismi
lamellerden uzaklastirildiktan sonra hiicre siispansiyonu bulunan soliisyona 240 ul
sinir biiylitme faktorii (NGF) ilave edildi ve her lamele 200 pl hiicre iceren bu
soliisyondan ekildi ve bir aksam siireyle inkiibatore kaldirildi. Ertesi sabah her bir
petri kutusuna NGF ihtiva eden 1lik kiiltiir vasati ilave edildi ve tekrar inkiibatore
kaldirildi. Bu islem esnasinda her bir petriye 1.5 ml kiiltiir medyumu ve 10 pl
NGF (Toplam 18 ml kiiltiir medyumu 120 pl NGF) ilave edildi. Takip eden 5-7
giinde her petri kutusundaki 1.5 ml kiiltlir vasati ¢ekilerek NGF (10 mikrolitre
NGF/petri kutusu) igceren yeni kiiltiir vasati ilave edildi. DKG hiicreleri
elektrofizyolojik kayitlar i¢in 24 saat sonra kullanilmaya baglandi. Genel olarak
DKG  hiicre kiiltiirlinlin  hazirlanmasin1  takip eden ilk 3 giin icinde

elektrofizyolojik kayitlar alindu.
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4.1.2. Elektrofizyoloji

4.1.2.1. Elektrofizyolojik Deney Diizenegi ve Protokoller

Bu caligmadaki deneyler tiim hiicre diyaliz patch kenetleme teknigi ile
gergeklestirildi (101). Hiicre membrani ile pipet ucu arasinda giga-seal olarak
ifade edilen yiiksek direncli bir miihiir gergeklestirilmesinden sonra sisteme bagli
bir ince hortum aracilig ile uygulanan negatif basingla hiicre membrani hasara
ugratilarak tiim hiicre diyaliz patch kenetleme formu gerceklestirildi. Boylece
pipet icerigi ile hiicre sitoplazmasi arasinda kesintisiz temas saglandi. Bu
konfigiirasyonun gerceklestirilmesinde negatif basing uygulamasinin yaninda bazi
hiicrelerde kisa stireli yiiksek amplitiitlii negatif akim enjeksiyonlari, "zapping" ile
miihiir bolgesinde membran hasara ugratildi.

Biitiin deneyler oda sicakliginda gergeklestirildi (20-23 °C). Akim
kenetleme Axoclamp-2B (Axon Instruments, Foster, CA, ABD) patch kenetleme
amplifikatorii ile amplifikatoriin  akim kenetleme (current clamp) modu
kullanilarak gerceklestirildi. Akim kenetleme modu vasitasiyla, membran
potansiyeli kaydi, input rezistansi, AP ve AP sonras1 potansiyeller kayit edildi.

Elektrofizyolojik kayit alinan DKG hiicreleri diisiik voliimlii (<1 ml) bir
ekstraseliiler kayit (banyo) sollisyonunda tutuldu. Bu diisik volim pipet
kapasitansint sinirlandirmasina katkida bulundu. Diisilik rezistansh patch pipetleri
Pireks borosiligat cam c¢ubuklardan (1.5 mm dis cap, 0.86 mm olan i¢ ¢api
icerisinde 0.15 mm fibril iceren, 80 mm uzunlugunda, Science Products, Model:
GB150F-8P, Hotheim, Almanya) imal edilmistir. Patch pipetler ii¢ kademede
yatay ¢ekme esasina sahip pipet cekici ile ¢ekildi (Sutter Inst. Model P97, Novato,

CA, ABD). 3-8 Megaohm (MQ) direncinde olan pipetler KCl esaslh hiicre i¢i
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patch pipet soliisyonu ile dolduruldu. Pipetler sadece bir hiicreden kayit almak
icin kullanildi. Her bir kayitta yeni bir pipet kullanildi. Hem hiicre dis1 hem de
hiicre i¢i soliisyonlar delik biyiikligi 0.22 pm olan filtrelerden (Milipore)
stiziildli ve 1 mI’lik plastik enjektorlere kondu. Bu enjektorlerin ug kismina takilan
plastik ¢ok ince uglar yardimiyla patch pipeti, hiicre i¢i patch pipet soliisyonuyla
dolduruldu. Bu hiicre ici patch pipet soliisyonunun igerigi asagida detayl olarak
verilmigtir. Hem pipet igerisinde hem de pipet tutucu igerisinde herhangi bir hava
kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi. Pipet tutucu (HL-1-17 pipette holder, Axon
Instruments, Foster, CA, ABD) 1M KCl ile dolduruldu. Pipet sikica yerlestirilen
pipet tutucu, CV-4 1/100 headstage (Axon Instruments, Foster, CA, ABD)
icerisine yerlestirildi. Pipet tutucunun kenarinda miihiir olusturma esnasinda
negatif basing uygulamaya ait kisim bir silikon hortum ile 1ml’lik bir siringaya
baglantiliydi. Bu headstage de pipeti saga-sola, ileri-geri ve asagi-yukari hassas
hareket ettirmeye yarayan li¢ boyutlu bir mikrooynaticiya (Narashige MX-3L,
Herts, Ingiltere) monte edildi. Ekstraselliiler ila¢ uygulamas: i¢in kullanilan diger
pipet ise ileri-geri hassas hareket eden ancak asagi-yukar1 ve saga-sola daha az
hassasiyete sahip bir bagska mikrooynaticiya monte edildi.

Mikrooynaticilar, ters mikroskop (X40 okiiler X objektif toplam
biiyiitmeye sahip, Nikon, Tokyo, Japonya) mekanik stabiliteyi saglamak amaciyla
titresim Onleyici bir elektrofizyolojik masa (Intracel, Herts, Ingiltere) iizerine
yerlestirildi. Elektriksel giiriiltiiyli azaltmak amaciyla elektrofizyolojik masa ve
lizerindeki cihazlar Faraday kafesi (Firat Tip Merkezi Biyomedikal Unitesi,
Elaz1g) araciligi ile topraklandi. Elektrotlar ile amplifikator arasindaki elektriksel

temas Ag-AgCl elektrotu, pipet tutucu igerisindeki kablo ve KCI banyosu ile
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saglandi. Ekstraseliiler kayit soliisyonu ile KCI banyosu arasindaki temas ise agar-
KCI kopriisii ile saglandi (3% agar iceren borosiligat cam tiip 1M KCl igerisinde
hazirland1 ve kullanimda olmadig1 zaman siirekli olarak 1 M KCl i¢inde saklandi).

Kiiltire DKG sinir hiicreleri elektrofizyolojik kayit i¢in inkiibatdrden
alindiklarinda kayita baglamadan once 5 dakika araliklarla ekstraselliiler kayit
soliisyonu ile 3 defa yikandi. Ekstraselliiler kayit soliisyonunun oda sicakliginda
olmasina Ozen gosterildi. Tiim hiicre diyaliz modunun gerg¢eklestirilmesinden
sonra, akim kenetleme deneylerinde istirahat membran potansiyeli 6l¢iildii. Bu
tezde genelde 10 dakikay1 agmayan deney protokolii uygulanmasina ragmen bu
calismada kullanilan deney kosullarinda tek bir canli DKG hiicresinden 3-4 saat

stireyle kayit alinabilmektedir.

4.1.2.2. Akim Kenetleme Deneyleri icin Kayit Soliisyonlari:

Membran potansiyeli, input rezistansi, AP’leri ve AP ard potansiyelleri ile
ilgili deneylerde hiicrenin iyonik dengesi genelde degistirilmeyerek fizyolojik
kosullar ve homeostazis maksimum derecede taklit edildi. Bu amagla asagida

igerikleri verilen hiicre i¢i ve hiicre dis1 kayit soliisyonlar1 kullanilmistir (19).
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4.1.2.2.1. Akim Kenetleme Deneyleri Icin Patch Pipeti (Hiicre I¢i)

Soliisyonu

TRIS kullanilarak pH 7.4’e, osmolarite ise sukroz ilave edilerek 310

mOsm/I’ye ayarlandi.

4.1.2.2.2. Akim Kenetleme Deneyleri icin Ekstraselliiler Kayit

Soliisyonu

NaOH kullanilarak pH 7.4’e, sukroz ilave ederek osmolarite 310-320

mOsm/I’ye ayarlandi.

KCl 140 mM
CaCl, 0.1 mM
MgCl, 1 mM
ATP 1 mM
EGTA 1.1 mM
HEPES 10 mM

NaCl 130 mM
KCl 3mM
MgCl, 0.6 mM
CaCl, 2 mM
NaHCO, 1 mM
HEPES 10 mM
Glikoz 5 mM




Hiicre i¢i ve hiicre dis1 kayit soliisyonu genelde aymi giin hazirlanarak pH
ve osmolariteleri 6lgiildii. 0.22 um capinda delikleri olan bir filtreden siiziilerek
biiylik partikiillerin patch kenedi i¢in problem olusturmasi 6nlendi. Soliisyonlar

50 ml’lik kisimlar halinde derin dondurucuda saklandi.

4.1.2.3. Tiim Hiicre Diyaliz Akim Kenetleme Modunda Aksiyon
Potansiyellerinin Kayit Edilmesi

Tiim hiicre diyaliz patch kenetleme teknigi voltaj kenetleme formunda
alisilagelmis yontemlere gore diisiik direncli mikro pipetler kullandigindan daha
iyi bir kontrol imkan1 saglamaktadir. Ayrica, tiim hiicre diyaliz patch kenetleme
yontemi hiicre i¢i ortamin igeriginin bir dereceye kadar kontrol ve maniple
edilmesini de miimkiin kilmaktadir. Ilave olarak yukarida da bahsedildigi gibi
etkisi arastirilan farmakolojik ajan bu yontemle istendiginde direk olarak hiicre
icine uygulanabilir.

Secilen DKG hiicresi ters mikroskobun goriintii alaninin ortasina
yerlestirildi. Daha sonra patch pipeti mikrooynatict (Narishige, Herts, Ingiltere)
araciligr ile once kayit sollisyonu igerisine ve kademeli olarak da hiicre {izerine
yerlestirildi. Patch kenetleme amplifikatorii Axoclamp 2B (Axon Instruments,
Foster, CA, ABD) siiresi ve frekansi stimulus programlayicisi (Digitimer D4030,
Ingiltere) ile kontrol edilen elektrik dalgalari ile eksternal olarak tetiklendi. 100
pA hiperpolarize edici akim uygulamasi (1 Hz, 100 ms siireli) ve elektrojenik
potansiyelin dl¢iilmesi ile pipet direnci belirlendi. Bu esnada voltaj defleksiyonu
giderilinceye kadar rezistans kompanzasyonu uygulandi ve voltaj defleksiyonunu

gidermek i¢in uygulanan akim amplifikatdrden okunarak pipet direnci MQ olarak
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belirlendi. Bu c¢alismada direnci 3-8 MQ) arasinda degisen pipetler kullanildi.
Daha sonra osiloskop (Instek, Taipei, Tayvan) veya bilgisayar ekraninda voltaj
gozlenene kadar mikrooynatici araciligi ile pipet dikkatle asagiya indirildi. Pipet
ucu ile hiicre yiizeyi arasindaki fiziksel temas direncin arttiginin belirtisi olarak
yaklagik 0.5 mV’luk bir defleksiyon gdsterdi. Miihiir olusmasi i¢in pipet tutucuya
silikon bir hortumla bagl bir enjektorle cok hafif bir negatif basing uygulandi.
Birkac dakika igerisinde 5-15 GC’luk miihiirler gelisti (¢cok iyi bir kenet gelisimi
icin GQ mertebesinde miihiire ihtiyag vardir). Osiloskop 20-50 mV/division’e
ayarlanarak miihiir rezistansi takip edildi. Membran1 zedelememek i¢in uygulanan
akimin siddeti —50 pA ile sinirlandirildi. Tim hiicre diyaliz kayit formuna
gecildikten sonra akim kenedi modunda pipet ve hiicre kapasitans kompanzasyonu
uygulandi. Tiim hiicre diyaliz formunun gerceklestirilmesi i¢in genelde hafif ilave
negatif basing uygulandi. Hem akim kenedi kayit modunda hem voltaj kenedi
kayit modunda yukarida ifade edilen hususlar benzer sekilde gergeklestirildi.

Akim kenetleme kayidi modunda énce IMP 6lciildii ve voltaj enjeksiyonu
ile membran potansiyeli istenilen voltta tutuldu. Kontrol kayitlarinin alinmasini
takiben ila¢ uygulamasina gegildi ve ilacin AP ve AP parametreleri iizerine etkisi
incelendi.

Amplifikatér ciktilar1 osiloskop T{izerinde ve bilgisayar ekraninda
gorilintiilendi (Instek PM3305, 35 MHz, two channel oscilloscope, Taipei,
Tayvan) ve pClamp 7 (Axon Instruments, Foster, CA, ABD) programu ile kisisel

bilgisayara kayit edilerek analiz edildi.
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4.1.2.4. Kanal iletkenliginin iyonik Temelinin Biyofiziksel Olarak

Belirlenmesi

4.1.2.4.1. Zatlanma Potansiyelinin Hesaplanmasi

Zitlanma potansiyelleri membran iletkenliginin iyonik temelinin
biyofiziksel olarak belirlenebilmesi amaciyla siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu
amagla Nernst Denklemi kullanilmaktadir. Nernst Denklemine gore, asagidaki
parametreler gbz oniinde bulundurularak hesaplama yapilmaktadir;

E=(RT) / (ZF) In (c4/ci) dir.

R (Genel gaz sabiti) = 8.3143 J K™ mol’

F (Faraday sabiti) = 96 500 C mol

T (Mutlak sicakhik) = (273+ C) K

Z= lyon Degerligi

cq= Hiicre dis1 iyon molar konsantrasyonu

ci= Hiicre i¢i iyon molar konsantrasyonu

Ornegin, 20°C’de bu tez c¢alismasinda kullamlan soliisyonlarin iyon
konsantrasyonu géz oniine alindiginda K™un, Cl'un ve Ca™un zitlanma
potansiyelini hesaplayacak olursak;

Ex"= (RT)/(ZF) In (K/C))

Ex = (8.3143 X 293)/(1 X 96500) In (140/3)

Ex'=-97 mV

Ecr= (RT)/(ZF) In (Cly/CL)

Eor= (8.3143 X 293)/(-1 X 96500) In (138,2/142.2)
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Ec=+0.72 mV
Ec.™= (RT)/(ZF) In (Cay/Ca;)
Ec.™= (8.3143 X 293)/(2 X 96500) In (2/0.1)

Eca™=37.82 mV bulunur.

Hiicrelerin IMP 6lgiildiikten sonra hiicreler en az 5 dakika bu membran
potansiyelinde tutuldu ve depolarize edici akim enjeksiyonu ile AP aktive edildi.
Ard potansiyele sahip hiicreler (daha 6nce aksiyon potansiyeli depolarize edici ard
potansiyellerinden (Icycry) akimlarinin sorumlu oldugu tespit edilmistir) -40/-120
mV arasinda 10 mV’luk araliklarla tutularak AP’leri aktive edildi. Bu protokolle
elde edilen AP’lerinin zitlanma potansiyeli hesaplanarak bu zitlanma potansiyeli
K, CI' ve Ca™ kanallarimn hiicre i¢i ve hiicre dis1 soliisyonlardaki
konsantrasyonlarma  goére Nernst Denkleminden hesaplanan  zitlanma
potansiyelleri ile karsilastirildi. K*, Cl” ve Ca™ i¢in zitlanma potansiyellerinin

sirastyla -97 mV, +0,7 mV ve 37,82 mV oldugu tespit edildi.

4.1.3. Farmakolojik Ajan:

Levetirasetam (ucb L059): Stok solusyonu 30 mM olarak cift distile
deiyonize su igerisinde hazirlandi. Son konsantrasyonlar ekstraselliiler solusyon
icerisinde sulandirilarak 30 uM, 100 uM ve 300 uM konsantrasyonlarda

uygulandi.

4.1.3.1. fla¢c Uygulamast:
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Bu ¢alismada ekstraselliiler ilag uygulamasi kayit edilen elektrofizyolojik
verilerin farmakolojik yaklagimlarla tanimlanmasina imkan sagladi.

DKG hiicrelerine ekstraselliiler ilag uygulamasi, ekstraselliiler basingla
mikroperfiizyonla yapildi. Ilaglarm ekstraselliler mikroperfiizyonu, ucu
genigletilmis bir patch pipeti araciligiyla, diisiik basingli mikroejeksiyonla
gergeklestirildi. Pipetler ekstraselliiler kayit soliisyonunda hazirlanmig olan etkisi
arastirilan ajanin istenilen konsantrasyonu ile dolduruldu. ilag uygulama pipeti
temiz bir metal yiizeye hafifce dokundurularak ucu kirildi ve ilag akiminm
saglamak icin yaklastk 10 um cap elde edildi. ilagla dolu pipet, pipet tutucu
mikrooynaticiya yerlestirildi (WPI, Berlin, Almanya) ve silikon tiip aracilig: ile
basing siiresi ve siddeti ayarlanabilen basing kaynagina (Pneumatic Pump, WPI,
Berlin, Almanya) baglandi (= 4-5 kPa basing, 1-10 s tek adimla ve siirekli
perfiizyonla uygulandi). Kayit alinan hiicreden kontrol verileri elde edildikten
sonra, ilag uygulama pipeti mikroskop altinda mikrooynatici araciligi ile
ekstraselliiler kayit soliisyonuna daldirilarak ilgili hiicrenin 50-100 pm uzagina
yerlestirildi. Her ilag uygulamasindan sonra ekstraselliiler kayit soliisyonu birkag
defa taze soliisyon ile degistirilerek hiicreler yikandi ve sonraki kayitlar ayni

lamelin uzak noktalarindaki hiicrelerden yapildi.

4.1.3.2. Elektrofizyolojik Verilerin Analizi
Elektrofizyolojik veriler deney esnasinda bilgisayarin hafizasina kayit
edilerek daha sonra pCLAMP 7.0 (Axon Inst, Foster, CA, ABD) analiz programi

kullanilarak analiz edildi. Elektrofizyolojik veriler 1 KHz frekansinda dijitalize
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edilerek (Digidata 1200, Axon Inst, Foster, CA, ABD) bilgisayar hafizasinda kayit
edildi.

Calismada kullanilan akim kenetleme kosullarinda parametre olarak AP
esik degeri, pik amplitiidii, AP nin siiresi ve ard potansiyellerin (depolarize edici
ve hiperpolarize edici) amplitiit ve bu potansiyellerin IMP’ne dénme zamani

Olciilerek belirlendi.

Sekil 4.1: Elektrofizyolojik Kayit Sisteminin Genel Gériintisii
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4.2. In Vivo Hot Plate Testinde Nosiseptif Davranis Yontemiyle Agr1

Esiginin Belirlenmesi

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

halindeki sican yemleri ve musluk suyuyla beslendi.

4.2.1. Hot Plate Testi

Sicak bir zemin lizerine yerlestirilen hayvanin 1s1 uyaranina vermis oldugu
cevap sliresi Olciilerek agr1 esiginin tespitine yonelik bir termal akut agr
modelidir. Calismada fareler i¢in uygun biyiikliikteki kot plate analjezimetre
(Harvard, Edenbridge, Ingiltere) kullanildi. 50+0.5 °C’ye ayarlanmis ve yanlari
plastik saydam bir bariyerle hayvanlarin disar1 ¢ikmalari engellenecek sekilde
kapatilmig tabla boliimiine fareler birakilarak test uygulandi. Farelerin tablaya
birakildiklart andan itibaren, ekstremitelerini hizla ¢ekmeleri veya yalamalarina
kadar gecen siire saniye cinsinden kronometre kullanilarak belirlendi. Bu testin
uygulanmasi esnasinda ortamin sessizligine biiyiik 6nem verildi ve hayvan 60 sn
icerisinde cevap vermedigi takdirde doku hasarini 6nlemek amaciyla bu sicak
tabla lizerinden alind1 ve ¢aligmaya dahil edilmedi. Deneylerden 6nce hem normal
hem de diyabetik farelere 1 hafta siireyle hot plate testi uygulanarak, biitiin

hayvanlarin deney sartlarina alismalar1 saglandi.



Sekil 4.2: Hot-plate analjezimetre

4.2.1.1. Normal Farelerde Hot Plate Testi

Fareler rasgele segilerek 4 grup olusturuldu. ilk gurup kontrol gurubu, diger
¢ gurup ise LEV uygulanacak guruplar olarak belirlendi ve agri esigi
calismalarina baglamadan Once tim guruplardaki hayvanlarin kuyruklarin
isaretlemek suretiyle hayvanlar numaralandirildi. Baslangigta farelere herhangi bir
enjeksiyon yapilmadan oOnceki agri esigi degerleri belirlendi. 15°er dakika
araliklarla bu islem iki defa tekrarland1 ve bu islemi takiben kontrol grubundaki
hayvanlara intraperitonal (ip) serum fizyolojik (n=8), diger ii¢ guruba ise sirasiyla
ip 60 mg/kg (n=8), 300 mg/kg (n=8) ve 900 mg/kg (n=8) LEV uygulandi.
Enjeksiyonun yapildig1 an 0. dakika olarak kabul edildi ve her 15 dakika aralikla
tiim guruplarin agr1 esigi degerleri Olcilildii. Bu islem tiim guruplara 75 dakika

boyunca uygulandi.
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4.2.1.2. Diyabetik Farelerde Hot Plate Testi

Calismanin bu kisminda kullanilan 60 adet fareye STZ, 250 mg/kg olacak
sekilde 0.1 M fosfat-sitrat tamponunda (pH:4.5) ¢ozdiiriilerek ip enjeksiyonla tek
doz olarak uygulandi. Bir hafta sonra kuyruk veninden kan alinarak, glukometre
cihazindaki Olglimii sonucu aclik kan glukozu 250 mg/dl’yi gegen fareler,
diyabetik olarak kabul edildi. Farelerin aglik kan glukoz diizeylerini saptamak i¢in
kan Ornekleri, 8-10 saatlik aclik sonrasinda sabah 9.00 — 10.00 saatleri arasinda
alindu.

Diyabet olusumundan Once farelerin aclik kan glukoz diizeyi 123 + 3.2
mg/dl iken diyabet olusumun takiben 412+ 15.0 mg/dl olarak ol¢iildii. Diyabet
olusumundan iki hafta sonra hot plate testiyle bu hayvanlarin agri esigi degerleri
incelendi. Fareler 15°erli gruplara boliinerek dort gurup olusturuldu. Birinci
guruba ip serum fizyolojik uygulandi (n=15). Diger {i¢ guruba ise sirasiyla ip 20
mg/kg (n=15), 100 mg/kg (n=15) ve 200 mg/kg (n=15) dozlarda LEV uygulandi.
Enjeksiyon yapilmadan 30 dakika once tiim guruplarin kontrol kayitlar1 alind1 ve
enjeksiyonun yapildigi zaman 0. dakika olarak kabul edildi ve enjeksiyonu
takiben 15’er dakika arayla toplam 75 dakikalik siirede agri1 esigi degerleri

Olculdii.

4.3. Istatistiksel Metod
Biitiin degerler; ortalama, standard hata (AO * SH) olarak belirlendi.
[statistiksel analizler ve grafikler sirasiyla; SPSS 12.0 ve Sigma Plot 8.0

programlar1 kullamlarak yapildi. Istatistiksel degerlendirme, Student’s t testi ve
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¢ift yonlii varyans analizi kullanilarak hesaplandi. Cift yonlii varyans analizinin
Post-Hoc hesaplamasi i¢in ise Dunnet’s testi kullanildi. Bagimsiz guruplarda, iki
gubun karsilastirmasi igin Student’s ¢t testi, Ui¢li guruplarin karsilastirmasi igin ise
varyans analizi (Dunnet’s testi) kullanildi. Tiim analizlerde p< 0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Giris

Bu tez calismasinda bir antiepileptik ilag olan LEV’1n in vivo ve in vitro
yaklasimlarla agr iizerine etkisi olup olmadig incelendi. /n vitro galismalar tiim
hiicre diyaliz patch kenetleme teknigini, in vivo yaklasimlar ise hot plate testini
kapsamaktadir. Asagida her iki deney protokolii ile elde edilen bulgular yer

almaktadir.

5.1.1. Sican Dorsal Kok Gangliyonu Sinir Hiicre Kiiltiirlerinde
Aksiyon Potansiyeli Bulgulari

Bu c¢aligmanin ilk agamasinda LEV’1n sigan DKG sinir hiicre kiiltiirlerinde
uyarilabilirlik {izerine muhtemel etkisini tiim hiicre diyaliz patch kenetleme
teknigi kullanarak incelendi. Tiim hiicre akim kenedi modunda NaCl esasl hiicre
dis1 ve KCl esasli patch pipet solusyonlar1 kullanildi.

Tim hiicre diyaliz patch kenetleme tekniginin akim kenedi formuyla
toplam 21 kiiltiire sican DKG sinir hiicresinden kayit alindi. Hiicrenin stabil bir
membran potansiyeline sahip olmasina dikkat edildi. Cilinkii ancak zarar
gormemis hiicreler stabil bir membran potansiyeline, AP’ne ve aktif-pasif
membran ozelliklerine sahip olmaktadir. Kayit alinan hiicrelerin ortalama IMP
-52.4 + 2.26 mV’ tu (n=21). AP’leri 100 pA ile 1400 pA arasinda, 5 msn siiren
depolarize edici akim dalgalariyla aktive edildi. AP ortalama pik amplitiidii 30.2
+3.18 mV’tu (n=21). 0 mV’ta ortalama AP siiresi ise 2.57+0.16 msn idi (n=21).
Depolarize edici akim enjeksiyonuyla AP olusturuldugunda, AP olusturacak

minimum akim siddetindeki kritik depolarizasyon degeri (esik degeri) ise -

65



30.4+2.3 mV olarak belirlendi (n=21) (Tablo 5.1). istirahat giris direnci (input
rezistansi) ise; -50 ila -650 pA ve 100 ila 200 msn siiren hiperpolarize edici akim

enjeksiyonlariyla 180+28 MQ olarak belirlendi (n=21).

n
Ortalama Istirahat Membran -52.442.26 21
Potansiyeli (mV)
Aksiyon Potansiyeli Ortalama Esik -30.4+2.3 21
Degeri (mV)
Aksiyon Potansiyeli Ortalama Pik 30.2+3.18 21
Amplitidii (mV)
Ortalama Aksiyon Potansiyeli Siiresi 2.57+0.16 21
(0 mV’ta) (msn)
Aksiyon Potansiyeli Aktivasyonu
I¢in Gerekli Ortalama 650+200 21

Depolarizasyon (pA)

Tablo 5.1. Tiim hiicre diyaliz modu gelistirilmesinden sonra en az 5 dakika siireyle stabil
bir membran potansiyeline sahip hiicrelerden alinan AP kayitlari ve AP parametreleri
ortalama degerleri.
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5.2. Sican Dorsal Kok Gangliyonu Hiicrelerinde Aksiyon Potansiyeli
ve Aksiyon Potansiyeli Sonras1 Ard Potansiyel Kayitlar1 ve Genel Ozellikleri

Tiim hiicre akim kenedi modu kayitlar1 esnasinda, biitiin kayitlarda ayni
ekstraselliiler soliisyon (NaCl esasli) ve hiicre i¢i patch pipet soliisyonu (KCI
esasli) kullanildi. Yine AP olusumu i¢in uygulanan stimulus siiresi (5 msn) ayni,
stimulus biiyilikliigii ise (100 pA ila 1400 pA) ise biiylik 6l¢iide benzerdi.

Ancak tiim bu parametrelerin ve IMP’nin benzer olmasina karsin AP’ni
takiben olusan ard potansiyeller farklilik gosterdi. Soyle ki; DKG ndronlarinda
AP’ni takiben ti¢ farkli ard potansiyel gozlenebilir. Birincisi sadece depolarize
edici ard potansiyel, ikincisi sadece hiperpolarize edici ard potansiyel iiglinciisii
ise baslangicta hiperpolarize edici ard potansiyeli takip eden depolarize edici ard
potansiyeldir (Sekil 5.1). Bu farkli o6zellikteki ard potansiyeller, ayni giin
hazirlanmis, ayni yastaki hiicre kiiltlirlerinde farkli néronlarda ¢alisildigi zaman
dahi gozlenebilmektedir. Soyle ki; hiicre biiyiikliigiinden veya IMP degerinden
ard potansiyel tahmin edilemez. AP esnasinda hiicre icerisine Ca™ girisi hem
depolarize edici ard potansiyelden hem de hiperpolarize edici ard potansiyelden
sorumludur. Deney protokollerinde kullanilan kayit soliisyonu igeriginden dolay1
deneyler esnasinda her iki tipteki ard potansiyele sahip hiicrelerden kayit

alimmustir.
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Sekil 5.1: DKG néronlarinda 5 ms stiren uyariya cevap olarak ortaya ¢ikan farkl
tiplerde ard potansiyel kayitlari. A) AP’ni takiben hiperpolarize edici ard potansiyele
sahip bir DKG noronundan alinan érnek bir orijinal kayit B) AP ’ni takiben depolarize
edici ard potansiyele sahip bir DKG néronu ornek orijinal kayit.
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Depolarize edici ard potansiyel ekstitator bir etkiye sahiptir. Soyle ki
depolarize edici ard potansiyele sahip hiicrelere birkag 100 msn siiren uyarim
verilmesi sonucunda bazt DKG noéronlarinda ¢oklu ateslemeli AP olusabilir (n=4,
Sekil 5.2). DKG néronlarinin ¢ogu depolarize edici akim enjeksiyonu sonucu tek
bir AP iiretir, bu uyar1 birkag 100 msn siirse dahi degismez. Bu tezde sonuglanan

deneylerin % 85’inde uzun siireli uyarimlarda dahi tek bir AP olusmustur.

A
B2 mv
B
20 v
10 mzn
B2 my
c

Sekil 5.2: Ayni DKG néronunda 100 msn siiren uyaritya cevap olarak olusan
AP’leri. A) DKG hiicresinde 100 msn stiren uyariya cevap olarak olusan tek bir AP
gosteren bir ornek kayit B) Ayni DKG hiicresinde 100 msn siiren uyariya cevap olarak 5
tane ard arda olusan AP gosteren érnek bir kayit. C ) 100 msn siiren uyari.
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5.3. Levetirasetamin Sican Dorsal Kok Gangliyonu Sinir Hiicreleri
Uyarilabilirligi Uzerine Etkileri

LEV’in DKG hiicreleri uyarilabilirligi tizerine olan etkileri, AP’leri aktive
edilirek, AP parametrelerinde meydana gelen degisikliklerden tespit edilmeye
calisildi. Bu amagla alinan kayitlarda ortalama membran potansiyeli, AP ortalama
esik degeri, AP ortalama pik amplitiidii, 0 mV’ta 6l¢iilen ortalama AP siiresi, AP
sonrast olusan hiperpolarize edici ard potansiyelin pik amplitiidiiniin % 63’{ine
donme zamani (decay time) ve AP aktivasyonu igin gerekli ortalama
depolarizasyon miktar1 6l¢iildii.

Ekstraselliiler olarak ti¢ farkli dozda 30 uM, 100 uM ve 300 uM LEV
uygulandi. Uygulanan en diisiik doz LEV (30 uM), IMP’ni -52.25+2.5 mV tan
-54.71£3.56 mV‘a hiperpolarize etti. Ancak meydan gelen hiperpolarizasyon
istatistiksel olarak anlamli degildi. Yine benzer sekilde Olgiilen diger tim AP
parametreleri kontrol kayitlart ve 30 uM LEV uygulamalar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliik gdzlenmedi (Sekil 5.3). IMP’den aktive edilen AP
parametreleri ve 30 uM LEV uygulamasinin AP parametreleri lizerine etkisi

Tablo 5.2’de ve Sekil 5.3’de sunulmustur.

70



AKSIYON POTANSIYELI
PARAMETRELERI

Ortalama Istirahat Membran
Potansiyeli (mV)

Aksiyon Potansiyeli Ortalama
Esik Degeri (mV)

Aksiyon Potansiyeli Ortalama
Pik Amplitiidii (mV)

Ortalama Aksiyon Potansiyeli
Siiresi (0 mV’ta) (msn)

Aksiyon Potansiyeli Sonrasi
Olusan Hiperpolarize Edici
Ard Potansiyelin Pik
Amplitidii (mV)

Aksiyon Potansiyeli Sonrasi
Olusan Hiperpolarize Edici
Ard Potansiyelin Pik
Amplitlidiiniin %63 iine
Doénme Zamani (Decay Time)
(msn)

Aksiyon Potansiyeli
Aktivasyonu I¢in Gerekli
Ortalama Depolarizasyon

(pA)

KONTROL

-52.25%£2.5

-29.8+£1.79

30.45+4.7

2.7£0.17

-10.2+0.3

5.3510.6

6501200

LEV (30 uM)

-54.71£3.56

-26.06+2.03

31.22+4.05

2.8+0.24

-10.3+0.35

5.56+0.4

700£250

|

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

FY

FY

FY

FY

FY

FY

FY

Tablo 5.2: Uygulanan en diisiik doz levetirasetamin (30 uM), AP uyarilabilirligi iizerine

etkileri, FY= Fark Yok.
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8
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Sekil 5.3: Diisiik doz levetirasetamin (30 puM) AP uyarilabilirligi iizerine etkileri.
A) Ortalama membran potansiyeli B) AP ortalama esik degeri C) AP pik amplitiidii
D) Ortalama AP siiresi (0 mV’ta) E) AP sonrasi olusan hiperpolarize edici ard
potansiyelin pik amplitiidii F) AP sonrast olusan hiperpolarize edici ard potansiyel
pikinin %63 ’iine donme zamani (Decay time) G) AP aktivasyonu igin gerekli ortalama
depolarizasyon (n=7).
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Ekstraselliiler olarak uygulanan 100 puM LEV ise; IMP’ni, -55.5+3.7
mV’tan -63.1+4.7 mV’a dogru hiperpolarize etti (p<0.01). Ayn1 zamanda AP
sonras1 olusan hiperpolarize edici ard potansiyelin pik amplitiidii de istatistiksel
olarak anlamli Olgiide artt1. -8.5+0.25 mV olarak oOlgiilen AP sonrasi olusan
hiperpolarize edici ard potansiyelin pik amplitiidi 100 uM LEVuygulamasi
sonrast -9.9+0.37mV olarak 6lgiildii (p<0.05). AP ortalama pik amplitiidiinde,
0 mV’ta Olgiilen ortalama AP siiresinde, AP esik degerinde, AP sonrasi ard
potansiyelin % 63’line donme zamaninda ve AP aktivasyon i¢in gerekli ortalama
depolarizasyon degeri ise kontrol kayitlar1 ve 100 uM LEV uygulamasi sonrasi
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli degisiklik gozlenmedi
(Sekil 5.5). IMP’den aktive edilen AP’leri parametrelerinin kontrol kayitlar1 ve
100 uM LEV uygulamasinin AP parametreleri iizerine etkisi Tablo 5.3’de ve

Sekil 5.4’de sunulmustur.
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AKSIYON POTANSIYELI
PAREMETRELERI KONTROL | LEV (100uM) | n p

Ortalama Istirahat Membran -55.5+3.7 -63.1+4.7 7 <0.01 w*
Potansiyeli (mV)

Aksiyon Potansiyeli Ortalama -31+2.56 -27,5£5.69 7 >0.05 | FY
Esik Degeri (mV)
Aksiyon Potansiyeli Ortalama 26.08+2.1 28£2.5 7| >0.05 | FY
Pik Amplitiidii (mV)
Ortalama Aksiyon Potansiyeli 2.4340.18 2.6540.15 7 >0.05 | FY

Siiresi (0 mV’ta) (msn)

Aksiyon Potansiyeli Sonrasi
Olusan Hiperpolarize Edici -8.5+0.25 -9.9+0.37 7 | <0.05 *
Ard Potansiyelin Pik
Amplitiidii (mV)

Aksiyon Potansiyeli Sonrasi
Olusan Hiperpolarize Edici
Ard Potansiyelin Pik 5.48+0.54 5.41£0.67 7 | >0.05 | FY
Amplitiidiiniin %63 iine
Doénme Zamani (Decay Time)
(msn)

Aksiyon Potansiyeli
Aktivasyonu I¢in Gerekli 700250 750£300 7 | >0.05 | FY
Ortalama Depolarizasyon

(pA)

Tablo 5.3: IMP ve 100 uM LEV uygulamas: ile indiiklenen hiperpolarize membran
potansiyelinden aktive edilen AP parametreleri, *p<0.05, **p<0.01, FY= Fark Yok
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membran potansiyeli B) AP ortalama esik degeri C) AP pik amplitiidii D) Ortalama AP

stiresi (0 mV’ta) E) AP sonrast olusan hiperpolarize edici ard potansiyelin pik amplitiidii

F) AP sonrast olusan hiperpolarize edici ard potansiyel pikinin % 63 "line donme zamani
75

Sekil 5.4: Levetirasetamin (100 uM) AP uyarilabilirligi iizerine etkileri. A) Ortalama
G) AP aktivasyonu icin gerekli ortalama depolarizasyon (n



Uygulanan en yiiksek konsantrasyon LEV (300 pM), membran
potansiyelinde ve giris direncinde gecici bir degisiklige neden oldu. IMP’de
meydana gelen hiperpolarizasyona (-15 mV) giris direncinde de meydana gelen
ortalama 90 MQ’luk bir artis eslik etti (Sekil 5.5A). 300 uM LEV uygulamasina
bagl hiperpolarizasyondan sonra AP esik degerinde istatistiksel olarak anlamli
degisiklik gozlenmemistir. Ancak kontrol sartlarinda yaklasik 20 mV’luk
potansiyel degisim meydana getirebilecek depolarize edici akim enjeksiyonuna
ihtiyag varken, 300 uM LEV uygulamasindan sonra ise yaklasik 40 mV’luk bir
potansiyel degisim meydana getirebilecek depolarize edici akim enjeksiyonuna
ihtiyag oldugu belirlendi. Burada IMP’nde meydana gelen -15 mV’luk bir
hiperpolarizasyonun etkisi de s6z konusudur. Bu da gostermektedir ki; 300 uM
LEV uygulamasindan sonra aktivasyon i¢in daha biiyiilk amplitiitlii depolarize
edici akim enjeksiyonuna ihtiyag duyulmaktadir (Sekil 5.5G). AP ortalama pik
amplitiidii 6l¢iildiiglinde ise 300 uM LEV hiperpolarize edici etkisinin yani sira,
kontrol kayitlar1 esnasinda alinan 34.0£2.7 mV olan AP ortalama pik amplitiidiinii
49.8+5.4 mV’a yiikseltmistir (p<0.01, Sekil 5.5C). Ortalama AP siiresi (0 mV’ta),
AP sonras1 olusan ard potansiyelin % 63’line donme zamani1 ve AP aktivasyon
icin gerekli ortalama depolarizasyon degeri, kontrol kayitlar1 ve 300 uM LEV
uygulamasi sonrasi karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmamaktadir (Sekil 5.5D, F, G). IMP’nden aktive edilen AP
parametrelerinin kontrol kayitlar1 ve 300 uM LEV uygulamasini takiben etkisi

tablo 5.4 ve Sekil 5.5’de sunulmustur.
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AKSIYON

POTANSIYELI KONTROL LEV@300uM) n p
PARAMETRELERI
Ortalama Istirahat Membran -50.2+4.12 -65+4.9 7 p<0.01 *k

Potansiyeli (mV)

Aksiyon Potansiyeli -30.5+1.19 -26.7+2.7 7 p>0.05 FY
Ortalama Esik Degeri (mV)

Aksiyon Potansiyeli
Ortalama Pik Amplitiidii 34.0+2.7 49.815.4 7 p<0.01 *k
(mV)

Ortalama Aksiyon 2.6+0.12 2.940.3 7 p>0.05 FY
Potansiyeli Siiresi (0 mV’ta)
(msn)

Aksiyon Potansiyeli Sonrasi
Olusan Hiperpolarize Edici -8.9+40.4 -12.1£1.0 7 p<0.05 *
Ard Potansiyelin Pik
Amplitiidii (mV)

Aksiyon Potansiyeli Sonrasi
Olusan Hiperpolarize Edici
Ard Potansiyelin Pik 5.6+0.53 5.810.4 7 p>0.05 FY
Amplitiidiiniin %63 {ine
Donme Zamani (Decay
Time) (msn)

Aksiyon Potansiyeli
Aktivasyonu I¢in Gerekli 650200 750250 7! p>0.05 FY
Ortalama Depolarizasyon

(pA)

Tablo 5.4: Uygulanan en yiiksek doz levetirasetamin (300 yuM), DKG noronlarinda AP
uyarilabilirligi tizerine etkileri, *p<0.05, **p<0.01, FY= Fark Yok.
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Sekil 5.5: AP uyarilabilirligi iizerine, uygulanan en yiiksek doz levetirasetamin (300 uM),
etkileri. A) Ortalama membran potansiyeli B) AP ortalama esik degeri C) AP pik

amplitiidii D) Ortalama AP stiresi (0 mV’ta) E) AP sonrast olusan hiperpolarize edici ard

potansiyelin pik amplitiidii F) AP sonrasi olusan ard potansiyelin %063 tine dénme

zamani (Decay time) G) AP aktivasyonu i¢in gerekli ortalama depolarizasyon, (n

=7).
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Uygulanan tiim dozlarda uygulamay1 takiben LEV’1n hiperpolarize edici
etkisinin geri doniisiimlii olup olmadig1 incelendi. Ilag¢ uygulamasindan kisa bir
siire sonra, ilag verilmesi kesildiginde hiicrenin baslangigtaki IMP’ne dondiigii

gozlendi. Bu da etkinin geri doniisiimlii oldugunu gostermektedir.

5.4. Levetiresetamin Coklu Ateslemeli Aksiyon Potansiyeli Uzerine Etkileri

Bu calismada LEV’in  sican DKG  hiicrelerinde  membran
hiperpolarizasyonunu artirarak uyarilabilirligi azalttig1 belirlenmistir. Sican DKG
hiicreleri spontan ritmik aktivite gostermeyen Ozellikle agri  duyusunun
iletilmesinde bilinen rolleri olan duyusal néronlardir.

Bu calismada genel olarak 5 msn siiren uyaranlar verilmis ve buna cevap
olarak ortaya ¢ikan AP’leri kayit edilmistir. Sican DKG hiicreleri spontan ritmik
aktivite gostermediginden dolayidir ki 100 msn siiren uyarilarda dahi ¢ogunlukla
(% 85) tek bir AP olusumu meydana getirmislerdir. 100 msn siiren uyari
sonucunda olusan ¢oklu ateslemeli AP esnasinda Ca™ girisiyle, Ca™ bagimh CI'
iletkenligindeki artisa paralel olarak depolarizasyonun artmasi ve uzamasi sonucu
gelisir (n=4). LEV c¢oklu ateslemeli AP gosteren hiicrelere uygulandiginda 4+2

olan ateslemeleri 2+2’ye indirgemektedir (p<0,01).

5.5. Levetiresetamla Aktive Olan Membran Akimlarinin Iyonik Temelinin
Biyofiziksel Yaklasimlarla Belirlenmesi

Kiiltiire sigan DKG hiicrelerinin ortalama IMP kontrol sartlarinda (NaCl
esaslt ekstraselliiler kayit soliisyonu ve KCI esash intraselliiler kayit soliisyonu
kullanildiginda) ortalama -52.4 + 2.3 mV (n=21) oldugu tespit edildi. En az 5

dakika siireyle IMP’nin bu degerler etrafinda sabit oldugu (bu siirede bazi
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hiicrelerde istirahat membran potansiyelinde maksimum 4 mV degisiklik
gozlendi) belirlendikten sonra ekstraselliiler LEV uygulandi. Ekstraselliiler olarak
LEV 30 puM, 100 uM ve 300 uM lik ¢ farkli konsantrasyonu uygulandi.
Uygulanan en diisiik doz LEV (30 uM) IMP’ni -2+1 mV hiperpolarize etmektedir.
Ayni zamanda LEV uygulanan ara dozuda (100 uM) ise IMP’ni -8+2 mV
hiperpolarizasyona neden oldu (n=7, p<0.05) Daha sonra bu etkinin doz bagimli
olup olmadigini kontrol amactyla kullanilan en yiliksek doz LEV (300 uM) benzer

sekilde IMP -15+4 mV’luk (n=7, p<0.01) hiperpolarize ettigi gdzlendi.

Tiim hiicre diyaliz patch kenetleme kayit formunun akim kenetleme formunda
ekstraselliiler LEV uygulamasi 6ncesi ve sonrast -40 mV ila -100mV arasinda
olusan AP sonrast ard potansiyel degerlerinin pik ampitiidii olgiildii. Kayit
formu i¢in kullanilan hiicre i¢i ve hiicre dis1 soliisyonlardaki iyon
konsantrasyonlar1 gz 6niinde bulundurularak Nernst denklemi, K*, CI" ve Ca™
icin hesaplanan zitlanma potansiyelleri ile karsilastirildi. Nernst denklemi
kullanilarak akim kenetleme deneylerinde K, Cl' ve Ca™ igin zitlanma
potansiyellerinin sirasiyla -97 mV, +1,07 mV ve +39.8 mV oldugu tespit

edildi.

Akim kenetleme deneylerinde 30 puM LEV ekstraselliiler olarak
uygulandiginda aktive olan membran hiperpolarizasyonun zitlanma potansiyelinin
-62+4 mV oldugu tespit edildi (n=3). 100 uM ve 300 uM LEV ekstraselliiler
olarak uygulandiginda ise membran hiperpolarizasyonun zitlanma potansiyelini

sirastyla -72+4 mV ve -814+3 mV oldugu tespit edildi (Sekil 3.6, n=3 her biri i¢in).
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Deneylerde kullanilan soliisyonlardan Nernst denklemine gore hesaplanan
zitlanma potansiyeli ile elde edilen deger —97 mV’a daha yakin oldugu igin
LEV’in ekstraselliiler uygulanmasi ile aktive olan membran akimlarinin K kanal
akimi olabilecegi kabul edildi. Ayn1 zamanda K kanal iletkenliginde meydana
gelen artista bu fikri desteklemektedir (Sekil 5.7).

Yine AP ¢ikis ve inis zamanindan sorumlu olan sirasiyla Na” ve K kanal
iletkenliginden meydana gelen zaman bagimli degisim incelenecek olursa
LEV’m, Na" ve K' kanal iletkenligi iizerine etkisi tespit edilebilir. AP’nin pik
degerinin % 10 ve % 90 degerleri arasindaki siire AP’nin ¢ikan ve inen fazlari igin
kanal iletkenlik siiresini ve dolayisiyla hizini tespiti olanakli kilar (112, 237).
LEV’m uygulan 30 ve 100 pM dozlarinin Na' iletkenligi iizerine etkisi
incelendiginde LEV 1 ¢ikan faz siiresini ve aktive olan Na' kanal iletkenlik hizin
etkilemedigi tespit edildi. Sadece LEV uygulanan en yiiksek dozu 300 uM, Na"
iletkenliginde gegici bir artisa neden oldu (Sekil 3.7, n=7 her bir doz i¢in), bu Na"
iletkenliginde meydana gelen gegici artis da AP pik amplitiidiinde meydana gelen

artigla uyum igindedir.

LEV’in 30 pM dozunun K" kanal iletkenligi iizerine etkisi incelendiginde
diisik doz LEV’1n inen faz siiresini, dolayisiyla inen fazdan sorumlu olan K'
kanal iletkenligi istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide degistirmedigi goriildii. Ancak
uygulanan 100 ve 300 uM LEV, AP siiresi istatistiksel olarak anlamli 6l¢ilide
degistirmeden K™ kanal iletkenligi artirmaktadir. Bu artisin nedeni daha fazla
sayida K kanalinin aktive olmasi neden olabilir (Sekil 5.7, n=7 her bir doz i¢in).
LEV’in K iletkenliginde meydana getirdigi bu artis membranda meydana gelen

hiperpolarizasyonunda nedeni olabilir. Ayn1 zamanda bu biyofiziksel yaklagimla
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ortaya konulan bu bulgu, diger biyofiziksel yaklasimlarla ortaya konulan bulgular

da desteklemektedir.
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Sekil 5.6. LEV uygulamasina bagh olarak tiim hiicre diyaliz akim kenetleme kayit
formunda aktive olan membran hiperpolarizasyonunun iyonik temelinin zitlanma
potansiyeli hesaplanarak biyofiziksel olarak belirlenmesi. A) -40 mV ila -100 mV tutma
potansiyelinde tutulan membranin kontrol kayitlart ve 30 uM LEV’in membranin
zitlanma degeri hemen hemen aymidw. Zitlanma potansiyeli 30 uM LEV ve kontrol
kayitlart icin swrasiyla -62 mV ve -60 mV ‘tur (n=3). B) 100 uM LEV’in uygulamasi ile
membran yaklasik olarak -72 mV’ta zitlanmustir. Zitlanma degerinin hesabi igin
membran -40 mV ila -100 mV tutma potansiyelinde tutulmustur (n=3). C) -40 mV ila -100
mV  tutma potansiyelinde tutulan membramin 300 uM LEV’in uygulamasimin ard

potansiyele etkisi. Bu noronlardan alinan kayitlarda ard potansiyel icin zitlanma degeri -
81 mV'tur. (n=3).
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Sekil 5.7. AP’nin pik degerinin % 10 ve % 90 degerleri arasindaki siireden
faydalanarak AP nin ¢ikan ve inen fazlari icin sirasiyla Na™ ve K kanal iletkenliginde
meydana gelen zaman bagimli degisimin belirlenmesi. En iiste bir AP nin ¢ikan ve inen
fazlart igin gegen siirenin drnek gosterimi goriilmektedir. A)30 uM LEV Na* ve K* kanal
iletkenligine etkisi B) 100 uM LEV Na' ve K kanal iletkenligine etkisi C) 300 uM LEV
Na" ve K" kanal iletkenliginde olan etkisi gériilmektedir (n=7 her bir doz icin).
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5.6. Levetiresetamin Normal ve Diyabetik Farelerde Agr1 Esigi
Uzerine Etkisi

5.6.1. Normal Farelerde Levetiresetamin Agr1 Esigine Etkisi

LEV’in normal farelerde agri esigi iizerine olan etkisi hot plate testi
aracilig1 ile incelendi. Farelerin sicak bir zemin {izerine birakilip 1s1 uyaranina
davranigsal cevap olusturmasina kadar gegen siire dl¢iildii. Bu 1s1 uyaranina karsi
olusan davranigsal cevap, hayvanin 6n ayaklarin yalamasi, ayaklarini hizla karnina
dogru ¢cekmesi veya ziplamasi, agri esigi olarak ifade edildi.

LEV uygulamasindan 6nce ve sonra agri esigi degerleri olgiildii. LEV
enjeksiyonu oncesi agri esigi degerleri 60, 300 ve 900 mg/kg guruplarinda sirasi
ile 23.0+£0.6, 22.2+1.2 e 23.2+1.1 sn olarak kaydedildi (n=8 her bir gurup igin).
Yine kontrol gurubunda serum fizyolojik enjeksiyonu oncesi agri esigi 23.8+0.5
sn idi (n=8). Hem LEV uygulanan guruplarin, hem de serum fizyolojik uygulanan
gurubun enjeksiyon oncesi degerleri arasinda farklilik yoktu. LEV (60, 300 ve
900 mg/kg (i.p.)) uygulanan her 3 dozunda da enjeksiyonun 15., 30., 45., 60. ve
75. dakikalarindan sonra Olciilen degerlerde enjeksiyon Oncesi ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gdézlenmedi. Ayni
zamanda kontrol degerleri ve LEV guruplar karsilastirildiginda da benzer sekilde

bir degisiklik gbzlenmedi (Tablo 5.5).
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Agn Esigi Degerleri (sn)

0. dakika | 15.dakika | 30.dakika | 45.dakika | 60. dakika 75.
dakika
Kontrol 23.840.5 24.3+0.8 23.0+1.1 23.1+1,3 24.1+0.5 23,6+0.7
60 mg/kg
LEV 23.0+0.6 24.3+0.9 24.1+0.9 23.9+1.2 24.3+1.2 24.2+0.6
300

mg/kg 22.2+1.2 22.4+1.3 21.6+0.9 21.5+0.7 22.1£1.0 22.7+0.8
LEV

900
mg/kg 23.2+1.1 22.9+1.1 22.7+1.9 23.1+1.0 23.4+1.2 22.5+0.9
LEV

Tablo 5.5: Normal farelerin hot-plate testinde agri esigi degerleri (n=38 her bir uygulama
gurubu icin).

30

—@— Kontrol

—O— 60 mg/kg LEV
28 1 —w— 300 mg/kg LEV
—v— 900 mg/kg LEV

26 A

24

22

20 A

Isi Uyaranina Karsi Yanit Verme Zamani (sn)

0 T T T T T T
0.dak. 15. dak. 30. dak. 45. dak. 60.dak. 75. dak.

Sekil 5.8: LEV i (60, 300 ve 900 mg/kg, i.p.) hot-plate testi uygulanan normal farelerde
151 uyaranina karst verdigi yamitin ortalama£SH degerleri (n=8, her bir uygulama
gurubu igin).
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5.6.2. Diyabetik Farelerde Levetiresetamin Agr1 Esigine Etkisi

STZ indiiklemesi ile diyabet olusturulan farelerde, diyabetik noropati
meydana geldigi bilinmektedir (269). Diyabetik noropatinin agr1 esigi lizerine
etkisi incelendiginde, diyabetik ndropatinin bu ¢aligmada farelerde agri esigini
yaklagik olarak % 20 oraninda azalttigi gozlendi. Normal farelerde agri esigi
stiresi 23.840.5 sn iken bu deger diyabetli farelerde 20.1+0.7 sn’ye diistii (p<0.05,
Tablo 3.5 ve 3.6). Diyabetik farelerde, LEV’1n agr1 esigi ilizerine etkisi zaman ve
doz bagimli olarak incelendi. Oncelikli olarak LEV uygulanmadan énce serum
fizyolojik uygulanan diyabetik farelerin kontrol kayitlar1 alindi. Daha sonra
LEV’in 3 farkli dozu 20, 100 ve 200 mg/kg olarak diyabetik farelere uyguland1 ve
75 dakika boyunca 15 dakika araliklarla agr1 esigi dl¢timleri alindi. 20 mg/kg ve
100 mg/kg LEV uygulamasindan dnce agr1 esigi degerleri dlgiildiigiinde her iki
gurup i¢in sirastyla 19.7+0.6 sn ve 19.6+0.8 sn idi. 20 mg/kg ve 100 mg/kg LEV
uygulamasini takiben agri esigi sirastyla 15. dakikada 22.7+1.0 sn ve 23.1+£0.6
sn’ye ylkseldi, 30. dakikada ise yine sirastyla 22.9+0.8 sn ve 24.3+0.8 sn olarak
belirlendi. Ayn1 zamanda 100 mg/kg LEV, 45. dakikada agr1 esigini 21.7+0.8 sn
cikardi. Tim bu artiglar istatistiksel olarak anlamliydr (p<0.05). 20 mg/kg LEV
uygulamasi sonrasi 45. 60. ve 75. dakikalarda ise agr1 esigi degismedi. Yine ayni
sekilde 100 mg/kg LEV ise 60. ve 75. dakikalarda ise agr1 esigini iizerine etkisi
belirlenemedi (Tablo 5.6). 200 mg/kg LEV uygulamasi ise 15., 30., 45. ve 60.
dakikalarda agri1 esigini uygulama Oncesi degerlerine gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde artirken, 75. dakikada Slgiilen agri esigi degerleri LEV uygulama
oncesi agri esigiyle karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunamadi (Tablo 5.6, Sekil 5.9)
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0. dakika
Kontrol 20,1+0.7

20
mg/kg 19.7+0.6
LEV

100
mg/kg 19.6+0.8
LEV

200
mg/kg 20.3+0.6
LEV

15. dakika
19.7+0.91

22.7+1.0*

23.5+0.6*

26.4+1.2%%*

Agn Esigi Degerleri (sn)
30. dakika | 45. dakika
19.4+0.73 19.9+1,1

22.940.8* 19.9+0.9

24.6+0.8* 21.7+£0.7

26.5+1.0%*% | 26.7£1.2%*

60. dakika
19.6+0.6

19.14£0.7

21.1+0.6

22.8+0.8%*

75. dakika
19.8+0.8

19.540.9

18,5+0.9

20.7+0.7

Tablo 5.6: Hot-plate testi uygulanan diyabetik farelerin agri esigi degerleri (n=15 her bir
uygulama gurubu icin, *p<0.05, ** p<0.01).

30

28 A

26

24 -

22 A

20 A

18

Isi Uyaranina Karsi Yanit Verme Zamani (sn)

—&— Kontrol

—O— 20 mg/kg LEV
—w— 100 mg/kg LEV
—v— 200 mg/kg LEV

0.dak. 15.dak. 30. dak. 45. dak. 60.dak. 75. dak.

Sekil 5.9: LEV in (20, 100 ve 200 mg/kg, i.p.) hot-plate testi uygulanan diyabetik
farelerde 1s1 uyaramna karsi verdigi yanitin ortalama+SH degerleri, n=15 her bir
uygulama gurubu igin, *p<0.05, ¥**p<0.01
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6. TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda LEV’in analjezik etkisi, sican DKG hiicre
kiiltiirlerinde klasik bir biyofiziksel yontem olan hiicresel elektrofizyoloji (tiim
hiicre diyaliz patch kenetleme) ve normal ve diyabetik farelerde nosiseptif
davranis testi (hot plate testi) kullanilarak incelendi. DKG hiicreleri (trigeminal
noronlarla birlikte) primer duyusal ndronlar olup, noéronlarin somatosensoryal
yolakla olusturduklar1 zincirin ilk halkasm teskil ederler. DKG néronlart Na*
kanallar1 (129, 260) ve purin reseptorleri (177) gibi agn ile alakali hiicresel
yapilart selektif olarak eksprese ederler. Normal kosularda, DKG nd&ronlari
sakindir, uyarildiklarinda ise AP’leri atesleyerek mesaj1 beyine iletirler. Kiiltiire
DKG hiicreleri de agri iletiminde rol oynayan ¢esitli iyon kanallar1 ve fonksiyonel
reseptorlere sahip oldugundan nosisepsiyonla ilgili in vitro hiicresel model olarak
yaygin kabul gormekte ve nosisepsiyonun hiicresel ~mekanizmasinin
aydinlatilmas1 caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (249). Bir
nosiseptif davranis testi olan Aot plate testi ise in vivo olarak agri esigi degerinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu tez ¢alismasinda in
vitro elektrofizyolojik bulgularin yani sira, in vivo nosiseptif davranis testi ile agri
esigi degerleri belirlenerek, LEV’mn agrn iizerine etkisi ile ilgili birbirini
tamamlayici bulgular elde edildi.

Noronlarin uyarilabilirligindeki degisiklik epilepsinin temelinde yatan en
belirgin 6zelliklerden biridir (63). Normalde her sinir hiicresi ya kendiliginden
belli bir frekansta veya diger hiicrelerden aldigi girdilerin cebirsel toplamina gore

elektriksel bosalimlar yapar. Fakat baz1 durumlarda bu diizen bozulur ve biiyiik
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bir néron toplulugu birlikte (senkron) ve anormal bigimde bosalim yapmaya
baslamasiyla epileptik nobetler ortaya ¢ikar. Episodik norolojik bozukluklarda
mutant iyon kanallar1 rol oynamaktadir, 6zellikle asir1 derecede membran
uyarilabilirligi bunun bir gostergesidir. AEI AP siiresine etki ederek veya
frekansinin azaltarak etki edebilecegi gibi IMP’ni hiperpolarize ederek de etki
gosterebilir (229, 245).

Bazi AEI agr olusumunu oOnlemede alternatif bir model olarak
kullanilabilmektedir (97). LEV’1n agr tizerindeki etkileriyle ilgili klinik diizeyde
¢ok az da olsa bilgi mevcut olup, bu etkinin hiicresel mekanizmasi
bilinmemektedir. Bununla beraber LEV’imn duyusal sinir hiicrelerindeki
elektrofizyolojik etkileri bilinmemektedir. Bu ¢alismada LEV’mm DKG
hiicrelerinde uyarilabilirlik {lizerine ne tiir degisikliklere sebep oldugu ve
uyarilabilirligin belirtisi olarak da AP’leri ve parametreleri kullanilarak bu ilacin
agr1 iletim yollarindaki muhtemel etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

Bir néronda AP’nin depolarizasyon evresini hiicre digindan hiicre icine
Na" kanallarindan Na" girisi meydana getirirken, AP nin repolarizasyon evresini
ise Na" kanallarina gore oldukga gec aktive olan K™ kanallar1 vasitasiyla, hiicre
icinden hiicre disina dogru K" ¢ikist saglamaktadir (113, 183). Aym1 zamanda AP
esnasinda hiicre icerisine az da olsa Ca™ girisi gerceklesir ve bu da ayni zamanda
hem depolarize edici ard potansiyelden hemde hiperpolarize edici ard
potansiyelden sorumludur. Bu tez c¢alismasindaki deneysel kosullarda AP
esnasinda Ca'” girisi Ca™ bagimhi CI' kanal (Icic,) iletkenliginin artigini
saglayarak depolarize edici ard potansiyelin ortaya ¢ikmasini saglarken (19, 52,

62),yine AP esnasinda Ca" girisi, Ca*> bagimli K* kanallarmi (Ikc,) aktive ederek
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“hiperpolarize edici” ard potansiyellerinin ortaya ¢ikmasina da yol acabilir. Hangi
tip ard potansiyelin ortaya ¢ikacagi ya bu zit yonde etki eden iyon kanallarindan
daha fazla aktif olanin yansimas: seklinde ya da hiicrede Ca™ artisni meydana
geldigi noktaya topografik olarak daha yakin olan kanal tipinin aktivasyonu ile
belirlendigi sanilmaktadir. Baz1 hiicrelerde AP’nin ardindan 6nce hiperpolarize
edici ve onu takiben de depolarize edici ard potansiyellerin ortaya ¢iktig1 sican
DKG hiicrelerinde de gosterilmistir (19). Duyusal noéronlarin uyarilabilirliginin
diizenlenmesinde baskin olan Ca™” kanal aktiveli iletkenlik 6nemli rol oynar. Bu
calismada kullanilan patch kenetleme teknigi, iyon akiminin elektriksel olarak
Olgiilebilmesi, AP kaydi ve benzeri bircok elektrofizyolojik olaylarin
belirlenmesiyle birlikte, iyonlarin rol aldigi patofizyolojik stireglerin ortaya

konarak tedavi hedeflerinin saptanmasinda 6nemli ilerlemeler saglamistir.

6.1. Tiim Hiicre Diyaliz Patch Kenetleme Teknigi Akim Kenetleme Modu
Bulgulan

Bu caligmanin ilk kisminda tiim hiicre diyaliz patch kenetleme teknigi
akim kenetleme formunda AP kayitlar1 alinarak, LEV’1n AP ve AP parametreleri
tizerine etkisi incelendi. LEV doz bagimli olarak DKG hiicrelerinde membran
potansiyelini hiperpolarize etmekte ve AP sonrasit hiperpolarize edici ard
potansiyelin amplitiidiinii artirmaktadir. Bu bulgu LEV’m, kobay hipokampal
ndronlarinda AP’ni hiperpolarize edici etkisi ile uyumludur (156). LEV’1n bu
calisgmada gozlenen uyarilabilirligi baskilayict etkisi sican hipokampal
ndronlarinda epileptiform ateslemeleri ve AP frekansini azaltici etkisi ile de

pareleldir (32, 160, 176). Sican DKG hiicreleri spontan ritmik aktivite
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gostermeyen oOzellikle agr1 duyusunun iletilmesinde bilinen rolleri olan duyusal
noronlardir (249). Bu nedenle, bu ¢alismada DKG’lar1 uzun siiren uyarilara dahi
cogunlukla tek bir AP olusumu meydana getirmislerdir. Coklu ateslemeli AP
gosteren az sayidaki DKG hiicresine LEV uygulandiginda IMP hiperpolarize
olmakta ve AP frekansi azalmaktadir. Bu bulgu hipokampal néronlarda meydana
gelen c¢oklu ateslemeli AP sayisinin azalmasi bulgusuyla uyumludur (32, 160,
176).

Onemli bir biyofiziksel yaklasim olan zitlanma potansiyeli protokolleri,
ilag uygulamasina alinan hiicresel cevaba hangi iyon kanalinin aktive olduguna
yonelik degerli kanitlar saglar. Tiim hiicre diyaliz patch kenetleme modunun akim
kenetleme formunda elde edilen zitlanma potansiyeli -81 mV iken, Nernst
denklemi ile hesaplanan (materyal metot, sayfa 57) K zitlanma potansiyeli ise
-97 mV’tur. Deney esnasinda Olglilen zitlanma potansiyeli ile teorik olarak
hesaplanan K zitlanma potansiyelinin birbirine olduk¢a yakin oldugu
goriilmektedir. Deney kosullarinda K™ kanallarinin % 100 secici gegirgenlik
gostermesi veya zitlanma potansiyelinin hesaplanmasi i¢in kullanilan protokoliin
% 100 dogru sonu¢ vermesi beklenemez. Fakat Nernst denklemine gore
hesaplanarak K igin beklenen ve akim kenetleme deneyleriyle elde edilen
sonuglar i¢in sadece —16 mV’luk bir fark bulunmasi, hem bu klasik biyofiziksel
protokoliin giivenirligini ortaya koymakta, hem de aktive olan akimlarin K kanal
akimi oldugu diislincesini desteklemektedir. Kayit kosullarinda akim kenetleme
deneyleri esnasinda K ile birlikte aktif olabilen CI" ve Ca™ igin Nerst
denkleminden hesaplanan sirasiyla -1,07 ve +36 mV potansiyel hesaplanan —97

mV K zitlanma potansiyeline gore ¢ok daha uzaktir. Ayn1 zamanda AP’nin inen
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fazindan sorumlu olan K kanal iletkenligi meydana gelen zaman bagimli degisim
lizerine LEV etkisi incelendiginde, LEV’1n, K" kanal iletkenliginde bir artisla
birlikte membranda hiperpolarizasyon meydana getirdigi goriildii. Bu ilave
biyofiziksel yaklasimda, etkinin K kanallar1 araciligiyla olabilecegini gosteren bir
baska kanittir. Ancak tiim bunlarin yani sira bu etkinin K kanallar1 {izerinden
oldugunu sdylemek bu tezin bulgulariyla agiklanamaz. Bu etkinin K* kanallari
lizerinden oldugunu soylemek igin voltaj kenetleme ve spesifik K kanal blokorii
caligsmalariyla bu bulgularin desteklenmesi gerekmektedir. Bu bulgularin aksine
sigcan ve kobay hipokampal ndronlarinda LEV ile ilgili yapilan ¢aligmalar bu
ilacin gecikmis dogrultucu K" kanal akimlarin1 baskilayarak AP sayisini azaltigini
ve AP siiresini uzatttigini ortaya koymustur (156).

LEV’in DKG hiicrelerinde hiperpolarize edici ard potansiyelleri iizerine
etkisii, LEV’'m Ca™ bagmli K’ kanal iletkenligini etkileyebilecegini
gostermektedir. Ayni zamanda membran hiperpolarizasyonundaki artisa input
rezistansindaki artisin eslik etmesi bu esnada bir iyon kanalinin agildigini ve bu
kanallarin yiiksek ihtimalle Ca™ bagimli K kanallar1 olabilecegini gdsteren ilave
bir biyofiziksel delildir. Ciinkii sayet IMP’nde hiperpolarizasyon degilde
depolarizasyon gozlenseydi, bu depolarizasyona input rezistansindaki azalma
eslik edecek, dolayisiyla AP ateslemek i¢in membran potansiyeli esige ulasacakti.
Bu calismada LEV’in Ca™ kanallar1 iizerine etkisi incelenmedi. LEV’in bu
etkisinin, Ca™ bagimhi K kanallari aracihifiyla olabilecegini gosteren bu
bulgularin aksine, Ca™ kanallar1 iizerine etkisi ile ilgili yapilan hiicresel
calismalar LEV’in sican hipokampal noéronlarinda YVAKK’n1 inhibe ettigini

(175) zellikle de selektif olarak N tipi Ca™ kanallarimi blokladigini, epileptiform
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aktivite esnasinda artan [Ca”’]; miktarim azalttigini gostermektedir (188). Yine
benzer sekilde PCI12 sican feokromositoma hiicrelerinde yapilan caligmalar
LEV’1n, G proteini kenetli néropeptid ve norotransmitter aktivasyonuyla artan IPs
bagimli [Ca*"]; miktarini konsantrasyon bagimli olarak azalttig1 ortaya koymustur
(42). Tiim bunlarin yan1 sira LEV DVAKK akimlarini etkilememektedir (152).
Tim bu calismalar, ilave ¢alismalarla LEV’in DKG’larinda benzer etkilerinin
olup olmadigini incelenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Akim kenetleme kosullarinda aktif olan bir bagka iyon kanali olan Na"
kanallariin agilmasi ise membranda hiperpolarizasyon degil depolarizasyon
meydana getirir. Membran depolarizasyonundan sorumlu olan Na' kanallari
tizerine LEV’1n etkisi incelendiginde LEV’1n depolarizasyon evresini bloklayici
veya azaltici bir etkisi bulunmamaktadir. Ayn1 zamanda AP ¢ikan faz analizi
yapilarak, Na' kanal iletkenligi meydana gelen zaman bagimli degisim iizerine
LEV etkisi incelendiginde, LEV Na' kanal iletkenligini etkilemedigi goriildii.
Sadece LEV’1n 300 uM dozu Na™ kanal iletkenliginde gecici bir artis meydana
getirdi. Muhtemelen bu artisda bu yiikksek dozun meydana getirdigi
hiperpolarizasyonla daha az sayida Na™ kanalinin inaktive olmas1 etkin olabilir.
Bu bulgu, LEV’1n si¢an ve kobay hipokampal néronlarinda Na” kanal iletkenligini
etkilemedigini ve AP siiresinin degistirmedigi gosteren ¢aligmalarin bulgular ile
uyum igindedir (156, 270). Bunun yam sira LEV, Na" bagimli CI-HCO5 degisim
mekanizmasin etkileyerek noronal hiicrelerde asidifikasyon meydana getirmekte
ve noronal hiicrelerin uyarilabilirligini azaltmaktadir (140). Bu son mekanizmaya

yonelik yorum yapabilecek veri bu tez calismasindan elde edilmemistir.

93



Akim kenetleme deneyleriyle ortaya konulan zitlanma potansiyelinin CI°
denge potansiyelinden ¢ok uzak olmast bulgusu LEV’in hiicresel etki
mekanizmasinin CI” kanallar1 araciligtyla olmayacagini diisiindiiren indirek bir
kanittir. Bununla birlikte uzun siiren uyar1 sonucunda DKG hiicrelerinde olusan
¢oklu ateslemeli AP esnasinda Ca'” girisiyle, Ca™ bagiml iletkenligindeki artisa
paralel olarak depolarizasyonun artmasi ve uzamasi sonucu gelisir. LEV’1n DKG
hiicrelerinde olusan ¢oklu ateslemeli AP inhibe etmesi bulgusu Ca™ bagiml CI
kanallarin1 etkileyebilecegini gostermektedir. Ancak levetrirasetamin CI” kanal
iletkenligini etkileyip etkilemedigini mevcut caligmalarla direk olarak ortaya
konulmamustir.

Sigan DKG sinir hiicre kiiltiirlerinde LEV’mn istirahat membran
potansiyelini hiperpolarize etmesi ve hiperpolarize edici ard potansiyelleri
artirmasi bulgusu, bu antiepileptik ilacin uyarilabilmeyi azalttigin1 ve agr1 iletimi
tizerine etkili oldugunu gostermektedir. Bu calismanin devaminda LEV’in
membran potansiyeli ve AP parametreleri iizerine olan etkilerinin
mekanizmasinin aydinlatilmast amaciyla asagidaki yaklasimlara gerek oldugu

distiniilmektedir:

- LEV’mm DKG hiicrelerinde voltaj keneti ¢alismalar ile K* ve Ca™
kanallar1 iizerine etkileri belirlenerek LEV’in bu hiicrelerde olasi
fizyolojik ve terapotik 6nemi hakkinda bilgi elde etme,

- LEV’m DKG hiicrelerinde Ca™ bagimli K kanallari {izerine etkisinin bu
kanallarin spesifik blokorleri iberitoksin ve karibdotoksin kullanilarak

belirlenmesi,
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- Kiiltiire edilmis sican DKG hiicrelerinde direk hiicre ici Ca™ goriintiileme
teknigiyle, KCI ile depolarizasyonun sagladigi [Ca™]; artistii LEV’in
etkileyip etkilemediginin belirlenmesi,

- LEV’in membran akimlar iizerine etkileri incelenerek hiicre ici Ca™
depolart ve Ca™ tetiklemeli Ca™ saliverilmesi ile etkilesiminin
belirlenmesi,

- LEV’in DKG hiicrelerinde Ca™ kanal alt tipleri iizerine etkisinin olup

olmadiginin belirlenmesi.

Yukarida ifade edilen noktalarin aydinlatilmasinin yani sira, agri lizerine
ortaya konulan bu hiicresel etki mekanizmasinin in vivo deneylerle desteklenmesi
gerekmektedir. Zira teorik olarak inhibitdr ve ekstitator aminoasitler veya voltaj
kapili kanallar hem agr1 olusumunda, hem de epilepside rol oynamaktadir. Bu
nedenle antikonvulsanlarin bu tiir agr1 olusumunu 6nlemede alternatif bir model
olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (234). Yillardan beri epilepsi 1ilaglar
noropatik agrinin tedavisinde kliniklerde kullanilmaktadir. Hatta son yillarda
yapilan ¢alismalar bugiin AEI’in trigeminal nevralji ve agr1 veren diyabetik
noropati ile postherpetik noropatilerin tedavisinde oncelikli olarak kullanildigini
gostermektedir (17, 204, 227). Yapilan caligmalar yine benzer sekilde LEV’in
noropatik agr1 tedavisinde gilivenli ve etkin bir profile sahip oldugunu

gostermektedir (69).

Gilinlimiizde kliniklerde kullanilan ilaglarin bir ¢ogu, insanlar iizerinde
kullanilmadan 6nce hiicresel ve hayvansal deney modeller ile test edilmekte, uzun
yillar siiren ¢aligmalar sonucunda kullanimi uygunsa ancak lisans alabilmektedir.

Bu calisma elektrofizyolojik yaklagimlarla bu antiepileptik ilacin agr1 {izerine
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etkinliginin oldugunu ortaya koymasi ve hiicresel olarak ortaya konulan bu
etkinin, ilerliyen yillarda bu ilacin kliniklerde efektif olarak kullanilabilme

olasiliginin oldugunu gostermektedir.

6.2. Hot-Plate Testi Bulgular:

Bu ¢alismanin bulgular1t LEV’1n normal farelerde agr1 esigi lizerine
herhangi bir etkisi yokken, ndropatik agr1 olusturulmus farelerde analjezik etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Yine benzer sekilde siganlarda yapilan agr1 esigi
deneylerinde LEV’1n analjezik etkisinin, diyabetik sicanlarda, kronik olarak
sikistirtlarak hasar olusturulmus siganlara gore daha giiclii oldugunu ortaya
koymustur (11). Bu durum, LEV’1n iki farkli farmakolojik mekanizmaya sahip
olabilecegini, bu nedenle insanlarda spesifik noropatik agr1 durumlarinda tercih
edilebilirliginin arastirmaya deger oldugunu gostermektedir.

LEV uygulanan normal farelerde hot plate testi uygulamasi esnasinda 900
mg/kg olan en yiiksek dozda dahi agr1 esigi diizeyleri degistirmemistir. Bu
bulgular daha 6nceki ¢aligmalarla uyum igindedir. Lamotrojin, gabapentin,
felbamat, karbamazepin ve fenitoin ile yapilan farkli akut agri testlerinde,
hayvanlarda akut agri uyaranina karsi bu ilaglarda aktivite eksikligi gozlenmistir
(115,164, 181, 221). Sadece tiagabinin Aot plate testinde antinosiseptif etkiye
sahip oldugu gosterilmistir (118).

Bu ¢aligma LEV’1n diyabetik farelerde analjezik etkiye sahip olabilecegini
gostermektedir. AEI’mn bir cogunun farkli néropatik agr1 modellerinde agriy:
azaltici etkileri belirlenmistir. Periferal noropati olusturulan agri modellerinde

karbamazepin, lamatrojin ve gabapentin allodiniye kars1 etkili oldugu ortaya
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konmustur (46, 116, 133, 174, 181). Yine kronik olarak sikistirilarak hasar
olusturulmus siganlarda felbamat hiperaljeziyi ve allodiniyi azaltmaktadir (117).

Tiim bu ¢aligmalar, AEI’1n gogunun normal gecici nosiseptif sinyaller
tizerine oldukga zayif etkili olduklarin1 gostermektedir. Daha ziyade alladoni ve
hiperaljeziyle olusan sensitif sinyalleri inhibe ettikleri goriilmektedir.

Bu c¢alismada kot plate testi uygulanan diyabetik farelerde LEV’1n
kullanilan etkin dozu (20-200 mg/kg, i.p) epilepsi modelinde de etkindir (126). Bu
da LEV’1n antiepileptik tedavi i¢in kullanilan dozunun kronik agrili hastalarda da
medikal tedavi segcenegi olarak tercih edilebilecegini gostermektedir. Back ve
Field si¢anlarda periferal ndropati modeli kullandiklari farkli calismalarda
gabapentinin antiallodinik etkisi oldugunu gostermislerdir (22, 82). Benzer sekilde
Nakamura ve arkadaglar1 yine si¢anlarda diyabetle olusan néropatik agri
modelinde lamotrojinin ve karbamazepin etkin oldugunu, ancak fenitoinin etkin
olmadigini géstermislerdir (174). Diyabet orjinli néropatik agrili hastalarin
tedavisinde AEI’dan olan gabapentin, lamotrijin, pregabalin ve okskarbazepin
kullanilmaktadir (23, 73, 205).

Yapilan c¢alismalar LEV’in birgok antiepileptik ilagtan farkli etki
mekanizmasina sahip oldugunu géstermektedir. Birgok antiepileptik ilag, ya Na"
kanallarimi bloklayarak (83, 151, 199, 225), ya DVAKK’n1 inhibe ederek (134,
163) ya da vy-aminobutirik asit (GABA)’erjik iletimi kolaylastirarak veya
glutamaterjik norotransmisyonu inhibe ederek etki gostermektedirler (119, 158).
Ancak LEV’1n etki mekanizmasinin tiim bu AEI’dan farklidir.

Farelerde yapilan ¢alismalarda LEV’1n beyindeki baglanma bolgesinin,

sinaptik vezikiillerin tamaminda bulunan membran proteini SV2A oldugu
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belirlenmistir (154). Bu proteinin etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte yapilan
calismalar SV2A’min Ca™ baglayici protein sinaptotagminle etkilesim icinde
olabilecegini ortaya koymustur (24). SV2A’nin yoklugunda, sinaps sayisi ve
yapisi etkilemeksizin AP bagimli GABAerjik nérotransmisyonda azalma
olusabilecegi ve bunun da epilepsili hastalarda nébet olusumuna katkida
bulunabilecegi ifade edilmistir (50). Farelerde LEV’1n normal beyinde ve
ndronlarda sinaptik salinimi degistirmedigi, daha ziyade sadece patofizyolojik
durumlarda SV2A’nin fonksiyonlarin1 module ettigini bulunmustur (50). Bu da bu
calisma bulgular1 olan LEV1n normal farelerden ziyade diyabet ile ndropatik agr1
olusturulan fareler lizerinde antinosiseptif etki meydana getirmesiyle uyum
icindedir. Daha o0nce siganlarda ve insanlarda yapilan ¢aligmalar bu ¢alismayla
benzer sekilde LEV’1n noropatik agr1 durumunda etkili olabilecegini gostermistir
(11, 74).

LEV’in etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte ilk defa bu
calisma, biyofiziksel yaklasimlarla DKG sinir hiicre kiiltiirlerinde LEV’in
membran potansiyeli ve AP sonrast olusan hiperpolarize edici ard potansiyeli
lizerine etkisini ortaya koydu. Ayni zamanda yine ilk defa bu ¢alisma ile diyabetik
farelerde LEV’1in hot plate testi ile agri esigi olarak kabul edilen nosiseptif
davranigin latansini uzatmasi bulgusunu gosterdi.

Sonuc olarak;

Bu ¢alismanin bulgulart LEV’1n sican DKG sinir hiicre kiiltiirlerinde
yapilan akim keneti ¢caligmalarinda; istirahat membran potansiyelini hiperpolarize
ettigi ve AP hiperpolarize edici ard potansiyellerini doz bagimli olarak artirdigini

ortaya koydu. Kullanilan zitlanma potansiyeli protokolii ve AP faz analizi
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protokolii bu etkinin K iyon kanallar1 iizerinden olabilecegini gostermektedir.
Iyon kanallar1 {izerine olan bu etki ve kullamlan biyofiziksel protokoller kot plate
testi ile gozlenen diyabetli farelerde LEV’1n meydana getirdigi antihiperaljezik
etkiye iyon kanallarinin aracilik ettigini ortaya koyma yoniinden degerli bilgiler

saglamaktadir.
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